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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrochir- 
urgischen, zellularen Reparatur von mutierten Abschnitten 
einer RNA und zum gezielten AbtSten von T\imorzellen mit 5 
Hilfe einer eingebrachten, transspleiBfahigen RNA unter 
Vcrwendung der natiirlich vorkommenden SpleiBkompo- 
nenten in der Zeile sowie ein Screening- Verfahren zum 
Nachweis von natiirlich-transgespleiBter zellularer RNA. 
[0002] In Saugerzellen konnen SpleiBprozesse innerhalb 10 
einer RNA-Sequenz - das Cis-SpleiBen - und zwischen ver- 
schiedenen RNA-Sequenzen - das TransspleiBen - slattfin- 
den. TransspleiBen heiBt, dass Verbindungen innerhalb eines 
RNA-Molekuls gelost und neue Bindungen mit anderen 
RNA-Molekulen eingegangen werden und so ein neues 15 
RNA-Molekiil entsteht. Derartige RNA-TVansspleiBpro- 
zesse verandem daher die genetische Information und kon- 
nen zu veranderten RNA-Molckiilen bzw. zu pathogenen 
Mutationen fuhren, die z. B. Tumoren auslosen. Es ist daher 
von groBer Bedeutung ein Verfahren zur Identifizierung von 20 
transgespleiBter RNA bereitzustellen. Aber TfcansspleiBpro- 
zesse konnen jedoch auch gezielt eingesetzt werden, um ein 
mutiertes Gen zu reparieren oder etwa um TumorzelLen spe- 
zifisch abzutbten. Die Erfinder streben aus diesem Grund 
Patentschutz fur ein Grundverfahren sowie ein Erzeugnis 25 
an, mit dem je nach Anwendungsfall transgespleifite RNA 
zu therapeutischen Zwecken erzeugt wird, bzw. mit dem 
eventuell pathogene, zellular-transgespleiBte RNA diagno- 
stiziert werden kann. 

[0003] Diese Anwendungen basieren auf dem Verfahrens- 30 
grundprinzip, dass mittels einer in die lebenden Zellen ein- 
gebrachter DNA eine kunstliche pre-mRNA erzeugt wird, 
die sich in ihrer Struktur wesentlich von alien natiirlichen 
zellularen pre-mRNA-Molekulen unterscheidet: Diese 
kunstliche pre-mRNA besteht namlich nur aus 1 oder maxi- 35 
mal 2 SpleiBstellen, entsprechend einem Exon, welches an 
seinen beiden Enden von einer oder zwei "Intronhalften", 
hier definiert als Outrons umgeben ist. Dieses Exon dient 
dann je nach Anwendungsfall dazu, ein gendefektes Exon 
einer natiirlichen zellularen RNA iiber ein Austauschverfah- 40 
ren zu ersetzen/reparieren (Anwendungsprinzip 1), oder 
etwa in Tumorzellen nach Ankoppelung an ein Exon aus ei- 
ner tumorspezifischen RNA eine mRNA entstehen zu las- 
sen, die fur ein Protein codiert, das direkt oder indirekt zum 
Zelltod der Tumorzelle fuhrt (Anwendungsprinzip 2), oder 45 
dieses Exon ist Bestandteil einer RNA-Sonde, mit der zu- 
nachsl transspleiBfahige zellulare pre-mRNAs identifiziert 
werden, welche ggf. zu diagnostizierbaren neuen Hybrid- 
mRNA-Molekulen in der Zelle interagieren (Anwendungs- 
fall 3), die wiederum eventuell pathogene Prozesse auslo- 50 
sen. 

[0004] Die in alien drei Anwendungsfallen eingesetzte 
RNA, die entsprechend ein oder zwei SpleiBstellen enthalt, 
muss zudem in alien Fallen bestimmte Bedingungen zur Ge- 
wahrleistung einer ausreichenden Funktionseffizienz erfiil- 55 
len: Darnit diese SpleiBstellen eine hohe Potenz zu einem in- 
termolekularen TransspleiB aufweisen, miissen sie Sequen- 
zen enthalten, die eine op ti male Bindung von 
SpleiB(hilfs)proteinen an diese RNA-Sequenzen gestatten. 
Im Falle einer therapeutischen Verwendung dieser RNA 60 
(Anwendungsfall 1 oder 2) ist zudem eine spezifische An- 
bindung zwischen der eingebrachten transspleiBfahigen 
RNA und der zellularen Target-RNA erforderlich, was 
durch eine kiinstlich erzeugte Antisensstruktur auf der ein- 
gebrachten RNA, die in diesem Bereich spezifisch zur zellu- 65 
laren Target-RNA paart, erreicht wird. Durch die hierdurch 
entstandene ionisch-chemische Bindung (iiber Wasserstof- 
fionenbriicken) zwischen der eingebrachten RNA und der 
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zellularen Target-RNA wird zudem die TVansspleiBeffizienz 
erheblich gesteigert. 

[0005] In Bezug auf das Anwendungsprinzip 1, namlich 
dem Einsatz dieser eingebrachten RNA als Reparatur- RNA, 
ist auszufuhren, dass eine sehr groBe Anzahl von Krankhei- 
ten wie Alzheimer, Parkinson, Diabetes, Hamophilic B, erb- 
lich bcdingter Bluthochdruck etc. durch angeborene oder 
spater erworbene singulare Gendefekte bzw. Mutationen 
ausgelost werden. Diese monogentisch bedingten Krankhei- 
ten werden zur Zeit in der Regel mit Medikamenten in der 
Weise behandelt, dass diese Medikamente rein symptombe- 
zogen physiologisch wirken, ohne dass jedoch die eigendi- 
chen Ursachen des Krankheitsbildes angegangen werden. 
[0006] Sofern sich der Gendefekt nur in bestimmten Zell- 
typen oder Organen mit besonderen Aufgaben auswirkt, ist 
alternativ auch ein Austausch und Ersatz dieser Zellen oder 
Organe iiber eine Transplantation moglich. Aufgrund der 
noch ungelosten Probleme der ImmunabstoBung von 
Fremdtransplantaten und Gefahren der Virenubertragung 
sind diese Moglichkeiten aber nur begrenzt einsetzbar. 
[0007] Nur in wenigen Fallen ist bislang eine zumindest 
kausale Behandlung gegeben, indem das - bedingt durch 
den Gendefekt - fehlende oder funktionsunfahige Protein 
extern zugefuhrt wird. Beispiele sind die tagliche Injektion 
von Insulin bei Diabetikern oder von bestimmten Blutgerin- 
nungsfaktoren bei Hamophilie, 

[0008] Im Unterschied zu einer symptomatischen oder 
kausalen Behandlung kann eine echte Heilung genetisch be- 
dingter Erkrankungen im Prinzip nur dadurch erfolgen, dass 
das defekte oder mutierte Gen in den Zellen in seiner Funk- 
tion wiederhergestellt wird. Da auf molekularer Ebene eine 
mikrochirurgische Genreparatur durch gezielten Austausch 
der defekten Genteile in der Zelle nach heutigem Stand der 
Technik nicht moglich ist, wird nach den etablierten genthe- 
rapeutischen Verfahren das defekte Gen durch Einschleusen 
eines homologen, intakten Genes in seiner Funkuon ersetzt. 
[0009] Auf Grund vielfacher technischer Probleme, wie 
der begrenzten AufnahmegroBe viraler Genshuttles, wird 
beim Ersatz des Gens jedoch nicht das eigentliche Gen, be- 
stehend aus vielen Exon- und Intronbereichen mit z. T. 
100 kb oder mehr GroBe, verwendet. Das in die Zellen hin- 
eingebrachte Transgen ist vielmehr die um bis zu 95% ver- 
kiirzte cDNA des Gens, welche nur aus den Protein-codie- 
renden Exonteiien besteht, und die nach reverser Transkrip- 
tion der mRNA erhalten wird. N-terminal ist an diese cDNA 
ein geeigneter Promotor und C-terminal eine Erkennungs- 
stelle zur RNA-Polyadenylierung, z. B. aus S V40, durch ei- 
nen gentechnischen Eingriff gekoppelt. Die Polyadenylie- 
rung ist vor allem fur den Schutz der mRNA vor cytoplas- 
matischen RNAsen und damit fiir deren Stabilitat verant- 
wortlich. Diese gentherapeutischen cDNA-Konstrukte er- 
lauben eine konstante und hohe RNA-Expression. Der Er- 
satz des defekten Genes mit seiner komplexen Struktur, ins- 
besondere mit seinen Intronanteilen und regulatorischen Se- 
quenzen durch sein komprimiertes cDNA-Homolog hat aber 
auch einige gravierende Nachteile: 

a) Eine sehr hohe Anzahl (bzw. %-Satz) der zellularen 
primaren Genabschriften - der pre-mRNAs - codiert 
nicht nur fur eine einzige mRNA bzw. nur ein Protein, 
sondem wird iiber alternative SpleiBvorgange zu sehr 
unterschiedlichen mRNAs und Proteinen zusammen- 
gestellt. Bei zellularem Ersatz eines Genes auf cDNA- 
anstelle der DNA-Ebene entfallt der Mcchanismus der 
RNA-Reifung uber das SpleiBen. Fiir jede benotigte 
Version dieser mRNAs muss deshalb eine andere 
cDNA gentherapeutisch in die Zelle gebracht werden. 

b) Weiterhin wird die Auswahl der Exone und damit 
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die Art der gebildeten Proteine im alternative!! RNA- 
SpleiBen in der Zelle durch sehr komplexe Mechanis- 
men kontrolliert, welche wiederum durch verschiedene 
exteme Faktoren gesteuert werden. Insbesondere Hilfs- 
proteine binden an reguiatorische RNA-Sequenzen und 5 
beeinflussen so die Auswahl der Exone bei altemativen 
SpleiBvorgangen und damit das molare Verhaltnis der 
verschiedenen moglichen, altemativen SpleiBprodukte 
zueinander. Das Verhaltnis der altemativen SpleiBpro- 
dukte untereinander kann zudem einer kompiexen zeit- 10 
lichen Ablaufsteuerung unterliegen, wie etwa die ver- 
schiedenen SpleiBformern der Immunoglobuline (IgM, 
IgG etc.). Diese regulatorischen Sequenzen fur alterna- 
tive SpleiBvorgange sind aber oft gerade innerhalb der 
Introns enthalten. Selbst wenn also alle moglichen al- 15 
temativen mRNA-Formen durch unterschiedliche ein- 
gebrachte cDNA-Konstrukte zur Verfugung stehen 
wiirden (siehe a), so ist doch eine physiologische und 
oft auch zeitlich gesteuerte Mengenregulation dieser 
mRNAs untereinander nicht gegeben, da diese regulie- 20 
renden Intronsequenzen in diesen cDNAs nicht enthal- 
ten sind. Ein Ersatz alternativ spleiBbarer, defekter 
Gene uber die herkornrnlichen Verfahren durch eine 
cDNA ohne diese Intronstukturen ist deshalb nachtei- 
lig. 25 

c) Ein weiterer wesentlicher Aspekt ist, dass sich regu- 
lierende Sequenzen zur Transkriptionskontrolle wie 
Enhancer etc. zuweilen sehr weit N-terminal entfernt 
vorn Promotor oder sogar in Intronbereichen befinden. 
Die artiflziellen cDNA-Genkonstrukte haben diesen 30 
naturlichen Kontext jedoch nicht mehr, es fehlen die 
Intronbereiche (s. o.) sowie auch reguiatorische Se- 
quenzen, die oft weit vom Promoter entfernt auf der 
nicht transkribierten DNA liegen. Selbst bei Verwen- 
dung des authentischen Promoters ist bei cDNA-Kon- 35 
strukten also die zellulare Fein-Regulation der Tran- 
skription nicht mehr gegeben; so kann es zu unphysio- 
logischen Uber- oder Unterexpressionen von Proteinen 
kommen, die wiederum zellschadlich sein konnen. 

Eine kunstlich eingebrachte, komprimierte Ersatz- 40 
cDNA, versehen mit einem Promotor und einer neuen 
Polyadenylierungsstelle, hat also aufgrund groBer feh- 
lender DNA-Anteile (fehlende Introns und sonstige 
Bereiche) niemals die Komplexitat des homologen na- 
turlichen gendefekten Genes, und kann deshalb auch 45 
keinen physiologisch vollwertigen Ersatz darstellen. 

d) Sofem groBe gendefekte mRNAs bzw. Proteine 
(150-200 kD Molekulargewicht) zu ersetzen sind, 
werden selbst bei Verwendung einer komprimierten 
cDNA TVansgen-GroBen von 5 kB und mehr Lange be- 50 
notigt. Hierdurch konnen sich durch dieses GroBe er- 
hebliche Einschrankungen bei der Verwendung be- 
stimmter Genshuttels (z. B. bei Adeno-assoziiertes-Vi- 
ren (AAV)) sowie insbesondere bei einem nicht Viren- 
vermittelten, direkten Gentransfer ergeben. 55 

[0010] Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren 
bereitzustellen, welches die obigen Nachteile vermeidet und 
es gestattet, das defekte bzw. mutierte Gen inklusive seiner 
naturlichen Umgebung weiterhin als zellulare Ausgangsba- 60 
sis zu verwenden, wobei das defekte Gen nicht komplett 
durch ein artifizielles Austauschprodukt (als cDNA) ersetzt, 
sondem das mutierte Gen spezifisch an der defekten Stelle 
mikrochimrgisch repariert wird. 

[0011] Die rnikrochirurgische Reparatur des Gendefektes 65 
erfolgt hierbei jedoch nicht auf der unmittelbaren DNA- 
Ebene, was nach heutigem Stand der Technik und in (naher) 
Zukunft (noch) nicht moglich ist. Die Reparatur des Gende- 



fektes erfolgt vielmehr auf der Stufe der Abschriftder DNA, 
also der RNA, welche letztlich auch fur die Proteinsynihese 
erst verantwortlich ist. Im Unterschied zur DNA ist die 
RNA namlich in kleinere Untereinheiten (sog. Exone) un- 
tergliedert, die prinzipiell frei kombinierbar und deshalb 
auch untereinander austauschbar sind. Auf der primaren 
Genabschrift, der pre-mRNA, sind diese Exone noch durch 
dazwischen liegende, nicht codierende RNA-Sequenzen 
(Intronbereiche) getrennt. Durch einen sehr kompiexen Me- 
chanismus im Zellkern, genannt (Cis)SpleiBen, werden alle 
Intronbereiche herausgeschnitten und die Exone werden so 
direkt perlschnurartig miteinander vcrkniipft. Die so cnt- 
standene RNA (mRNA) verlasst dann den Zellkern, um da- 
nach im Zytoplasma der Proteinsynthese zur Verfugung zu 
stehen. Das Primartransskript (pre mRNA) kann hierbei ei- 
nige kb bis 100 kb Lange aufweisen (durchschnittlich 6 kb 
Lange), insbesondere Intronlangen bis zu 50 kb Lange sind 
beschrieben. Die Exone sind hingegen relativ kurz; die nicht 
N- oder C-terminalen, also mittleren Exone haben nur eine 
GroBe von durchschnittlich ca. 100-150 b Lange. DieExon- 
zahl schwankt je nach Gen von 2 bis uber 50 (durchschnitt- 
lich ca. 6-10), die durchschnittliche GroBe aller aufsum- 
mierten Exone einer Saugerzellen-mRNA betragt etwa 
1,5 kb. 

[0012] Gendefekte, die zu funktionsunfahigen Proteinen 
fiihren, betreffen oft nur eine oder sehr wenige Stellen des 
Genes, sie liegen also prinzipiell nur in einem der vielen 2 
bis 50 Gen-Exone. Es ist daher, was Grundlage dieser Erfin- 
dung ist, ausreichend, anstelle des kompletten Genes, nur 
den mutierten Exonteil des Genes auszutauschen. Dieser 
Austausch erfolgt hierbei auf der RNA-Ebene. 
[0013] Neben dem Cis-SpleiBvorgang, der vor ca. 25 Jah- 
ren entdeckt wurde, und der verschiedene Exone desselben 
pre-mRNA-Molekuls verbindet, gibt es in der Saugerzelle 
auch sog. TransspleiBprozesse, die als in vivo real existie- 
rend erstmals Mitte der 90er Jahre vom Entwickler der nach- 
folgend beschriebenen Erfindung und Anmelder dieser Pa- 
tentes nachgewiesen und publiziert wurde. Bei diesen 
Trans-SpleiBprozessen werden unterschiedliche pre- 
mRNAs bzw. Exone aus zwei oder mehr pre-mRNA-Moel- 
kiilen miteinander kombiniert. Ein Reparatur- Austausch ei- 
nes defekten Exons gegen ein intaktes Exon ist also mog- 
lich, indem man sich die naturliche RNA-TransspleiBkapa- 
zitat der Saugerzelle zur Hilfe nimmt. 
[0014] Die Abbildung Bl, B2 zeigt zunachst, wie durch 
Verwendung einer defekten pre- mRNA nach erfolgtem, ub- 
lichen Cis-SpleiB anschlieBend eine mutierte, gendefekte 
zellulare mRNA entsteht, die fur ein funktionsuntuchtiges 
Protein codiert, sofem es sich um keine sogenannte stille 
Punktmutation handelt, und sofem die veranderte Amino- 
saure zu einer Funktionsbeeintrachtigung des Proteins fuhrt. 
[0015] Die Abbildung CI, C2 zeigt, wie im Prinzip cin 
nicht N- oder C-terminales gendefektes Exon auf einer pre- 
mRNA (Stufe 1) durch einen TransspleiB mit Hilfe einer Re- 
paratur-RNA gegen das intakte Exon homolog ausgetauscht 
werden kann, sodass letztlich wieder eine intakte mRNA 
(Stufe 2) entsteht. Die Reparatur-RNA ist auch eine pre- 
mRNA und besteht im Prinzip aus dem auszutauschenden 
Exon, das an beiden Enden je eine "Intronhalfte" also einem 
Intron mit nur einer SpleiBstelle, hier definiert als "Outran", 
tragt. Die Reparatur- pre- mRNA wird dabei dadurch in der 
Saugerzelle hergestellt, indem eine codierende DNA uber 
ein DNA-Gentransfcrverfahren einmalig in die Zelle einge- 
schleust wird. 

[0016] Die Erfindung lost das technische Problem einer 
mikrochimrgischen Reparatur eines defekten Genes, welche 
einem Genersatz auf cDNA-Basis vorzuziehen ist, also 
durch die Bereitsteilung eines Verfahrens zur Reparatur ei- 
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nes mulierten Exons einer pre-niRNA in einer Saugerzelle, 
wobei in die Saugerzelle eine DNA eingebracht wird, die fiir 
eine Reparatur-RNA codiert, die ein nicht-mutiertes homo- 
loges Exon mit flankierenden Outrons umfasst. Das mutierte 
Exon der gendefekten RNA wird dann durch das nicht mu- 5 
tierte Exon der Reparatur-RNA mittels der in der Zelle na- 
turlich vorkommenden SpleiBkomponenten uber einen 
RNA-TransspleiB ausgetauscht, und so die RNA in ihrem 
defekten Anteil repariert. 

[0017] Zum Austausch eines intemen (nicht terminalen) 10 
mutierten Exons ist folglich im Regelfall ein zweifacher 
TransspleiB notwendig; die Reparatur-RNA enthalt also ne- 
ben dem Reparatur-Exon zwei SpleiBstellen, d. h. ein proxi- 
males (5') und ein distales (3*) Outron (s. Fig. C). Zum Aus- 
tausch eines terminalen, mutierten und teilweise Protein-co- 15 
dierenden Exons ist hingegen nur ein einfacher TYanssspleiB 
notwendig; zur Reparatur eines codierenden Gendefektes in 
eincm N-terminalen Exon besteht die Reparatur-RNA folg- 
lich aus einem Reparatur-Exon und einem distalen (3') Ou- 
tron (s. Fig. D); bei einem codierenden Gendefekt in einem 20 
Cterminalen Exon besteht die Reparatur-RNA entsprechend 
aus einem proximalen (5') Outron gefolgt vom Reparatur- 
Exon (s. Fig. E). Ein einfacher (anstelle zweifacher) TYans- 
spleiB und folglich nur ein Outron in der Reparatur-RNA ist 
auch nur notwendig, wenn in dem transzuspleiBendnen Re- 25 
paratur-Exon die genetische Informationen mehrerer termi- 
naler Exone in Form einer cDNA enthalten ist (s. Fig. G und 
H); auf diesen Sonderfall soil in einem spateren Textab- 
schnilt nochmals genauer eingegangen werden. 
[0018] In der Grundvariante der Erfindung liegt also ein 30 
zentrales Reparatur-Exon vor, welches von einem proxima- 
len 5' Outron und einem distalen 3' Outron umgeben ist. Die 
Ubergangsregionen oder Grenzregionen zwischen Exon und 
Outron (bzw. Intron), die SpleiBstelle, haben dabei stets eine 
gewisse Struktur. 35 
[0019] Am hinteren Ende des Exons zum hinteren 3' Ou- 
tron hin liegt die 5' SpleiBstelle. 5' SpleiBstellen sind Folgen 
von 9 RNA-Basen mit der Saugerzell-Konsensussequenz 
A/C-A-G-G-U-A/G-A-G-U. Zu einer 5' SpleiBstelle gehd- 
ren sowohl die letzten drei Nucleotide des Exons als auch 40 
die ersten sechs Nucleotide des Outrons/Introns. Die Basen 
G-U sind die ersten beiden Basen des Introns bzw. Outrons 
und zudem essentiell fiir eine normale 5' SpleiBstelle, andere 
Basen konnen auch variieren. Die Basen der 5' SpleiBstelle 
paaren in einer sehr friihen Phase (E-Komplex) des SpleiB- 45 
ablaufes uber H-Briicken mit der UisnRNA, die zum 
UisnRNP (einem Proteinkomplex) gehort (s. Fig. Al). Die 
Bindung zwischen der pre-mRNA und der UisnRNA bzw. 
dem Ur Proteinkomplex ist dabei umso besser, je mehr Wat- 
son-Crick-Basenpaarungen eingegangen werden (maximal 50 
9); eine optimale Paarung zur UisnRNA wird hierbei durch 
die 9-BasenfoIge (A/G)-(A/G)-G-G-U-(A/G)-(A/G)-G-U 
auf einer pre-mRNA erreicht. Die Bindung des UisnRNP an 
die 5' SpleiBstelle wird noch weiter stabilisiert durch sog. 
Serin/Arginin-reiche Proteine (S/R-Proteine) (s. Fig. II , 12). 55 
S/R-Proteine binden zum einen oft an Purinbasen-reiche 
RNA-Abschnitte vornehmlich in Exonbereichen. Die an die 
RNA in Exonbereichen (Exonic Splice Enhancer, ESE) ge- 
bundenen SR-Proteine (z. B. ASF/SF2) assoziieren in einem 
anderem Bereich dieser Proteine dann mit UisnRNP und 60 
tragen so zur weiteren UisnRNP-Stabilisation zur pre- 
mRNA bei (s. Fig. 11-13). 

[0020] Am vorderen Ende des Exons zum vorderen 5' Ou- 
tron hin liegt die 3' SpleiBstelle. Im Unterschied zur 5' 
SpleiBstelle sind an der 3' SpleiBstelle nur Nucleotide des 65 
Outrons bzw. Introns, also keine Nucleotide des Exons, be- 
teiligt. Die 3' SpleiBstelle ist komplexer aufgebaut als die 5' 
SpleiBstelle und besteht aus 3 verschiedenen essentiellen 
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Nucleotidkomponenten, die teilweise auch raumlich vonein- 
der getrennt sind. Als diese drei Komponenten einer 3' 
SpleiBstelle fungieren: eine sog. Branch- A-Stelle, ca. 20-50 
Nucleotide downstream davon ein Pyrimidinbasen-Stretch 
und unmittelbardaran anschliessend ein essentielles AG-Di- 
nucleotid. Das AG-Dinucleotid stellt zugleich das hinlere 
Ende des Outrons/Introns an der Grcnze zum nachfolgenden 
Exon dar. 

[0021] Die relative Starke einer 3' SpleiBstelle einer pre- 
mRNA der Saugerzelle wird sehr stark durch die Qualitat 
des Polypyrimidinbasen- Stretches beeinflusst. Konkret ist 
der relative (U/C) Anteil der Basen folgc, die 2 bis ca. 15-19 
Nucleotide upstream des AG-Dinucleotides liegt, von Be- 
deutung. Eine durchgehende U/C-Folge liegt in vivo nur sel- 
ten vor, oft ist jedes 5. oder 6. Nucleotid ein G oder seltener 
ein A. Die hochste SpleiBsignalstarke ist aber bei einem un- 
unterbrochenen U/C-Stretch von mindestens 9-12 Nucleoti- 
den gegeben. An den Polypyrimidinstretch bindet in einer 
sehr friihen Phase des SpleiBprozesses (E-Komplex) der 
Proteinkomplex U2AF (U2snRNP-Auxilary-Factor) uber 
dessen Proteinanteil U2AF 65 (s. Fig, Al, J1-J3). Die Kon- 
sensus-RNA-Bindungsstelle fur U2AF 65 ist im ubrigen 19 
Nucleotide lang mit der Basenfolge 
U 6 (U/C)CC(C/U)U 7 CC. Der zweite Anteil von U2AF, nam- 
lich U2AF 35 kann an weitere SR-Proteine binden (Fig. 
J1-J3), die wiederum zu Purinreichen Regionen im nachfol- 
genden Exon (Exonic Splice Enhancer (ESE) Regionen) as- 
soziieren (s. Fig. J1-J3). Diese ESE-Regionen begiinstigen 
also ebenfalls die Bindung von U2AF, wie im Falle der 
UisnRNP-Stabilisation an der 5' SpleiBstelle. 
[0022] Das dritte Element der 3' SpleiBstelle, die soge- 
nannte Branch- A-Site, die ca. 20-50 Nucleotide upstream 
des Poly-(U/C)-Stretches liegt (s. auch Fig. J1-J3), ist hin- 
gegen nicht so eindeutig uber eine bestimmte Basenfolge 
definiert. Die Saugerkonsensussequenz hat die 7-Nucleotid- 
Folge (C/U)-N-C-U-(A/G)-A-(C/U). Essentiell ist insbeson- 
dere das sog. Branch A, (das unterstrichen ist), welches in 
einer sehr spaten SpleiBphase (C-Komplex) uber die 2' OH 
Gruppe seiner Ribose die Bildung des Lariats ermoglicht. 
Die Branch-Sequenz der pre-mRNA paart in der auf den E- 
Komplex folgenden SpleiBphase (= A-Komplex) und im 
nachfolgenden B-Komplex (s. Fig. A2) mit der L^snRNA, 
die zum Proteinkomplex U2snRNP gehort (s. Fig. Jl - J3). 
Wichtig kann auch hier wieder eine moglichst starke Wat- 
son-Crick- H-Bindung zwischen der pre-mRNA und der 
U2snRNA sein, aber auch, dass das Branch-A in dem zur 
U2snRNA gebundenem RNA-Stretch "hcrausragt", d. h. 
dieses Adenosin sollte insbesondere nicht zu einer Base 
(d. h. einem U) der U 2 snRNA binden (s. Fig. J). Die Bin- 
dung von U2snRNP an die pre-mRNA wird dabei durch das 
bereits im E-Komplex gebundene U2AF unterstutzt. Als 
Bindeglied zwischen U2AF und L^snRNP konnen hierbei 
noch weitere Proteine (SF3a, SF3b) fungieren. 
[0023] Beim SpleiBen findet prinzipiell stets eine Assozia- 
tion einer 5' SpleiBstelle mit einer 3' SpleiBstelle statt. Beim 
Cis-SpleiBen liegen diese beiden SpleiBstellen auf dem sel- 
ben RNA-Molekul, beim Trans-SpleiBen entsprechend auf 
zwei verschiedenen RNA-Molekulen. Eine verbindende 
Nucleotidfolge zwischen den beiden SpleiBstellen (gegeben 
immer bei Cis-SpleiBprozessen innerhalb des selben RNA- 
Molekiils) ist zwar stark forderlich, aber nicht unbedingt 
notwendig fiir den SpleiBprozess. Die eigentliche Assozia- 
tion zwischen den beiden SpleiBstellen wird vielmehr durch 
Proteinkomplexe erreicht, die zuvor je an der 9-mcr-Basen- 
folge der 5' SpleiBstelle einerseits sowie am Polypyrimidin- 
basenstretch und der Branch- A-S telle der 3' SpleiBstelle an- 
dererseits gebunden sind. Der Kontakt der beiden SpleiB- 
stellen erfolgt also Uber eine Protein-Protein-Assoziation je- 
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ner, an der RNA gebundenen, Proteine. Diese Assoziation 
zwischen zwei SpleiBstellen iiber gebundene Proteine er- 
folgt hierbei in mehreren Stufen: Im fruhen E-Komplex des 
SpleiBprozesses erfolgt eine Assoziation zwischen dem 
Poly(U/C)-Stretch der 3* SpleiBstelle zu der 5* SpleiBstelle. 5 
Hierbei wird an dem Poly(U/C)-Stretch der 3* SpleiBstelle 
der Proteinkomplex U2AF 65 U2AF 35 gebunden, der wie- 
derum iiber ein Briicken-SR-Protein (SC35) zum UisnRNP 
paart, was zuvor an der 5' SpleiBstelle gebunden ist (s. Fig. 
Al). Im spateren B-Komplex findet hingegen eine Assozia- to 
tion zwischen der Branch- A-Site der 3' SpleiBstelle und der 
5' SpleiBstelle statt, indem die L^snRNA des U2snRNP in 
einem snRNA-Anteil zur Branch-A-Stelle und in einem an- 
dem snRNA-Anteil zur l^snRNA des U6snRNP paart. Die 
UgsnRNA wiederum paart mit Basen des Intronbereiches 15 
der 5' SpleiBstelle der pre-mRNA. (Das vorher (im E und A- 
Komplex) hier gebundene UisnRNP hat die SpleiBstelle zu- 
ungunsten des l^snRNP verlassen und auch U2AF ist hier 
nicht mehr am U/C-Stretch gebunden.) (s. Fig. A2). In einer 
noch spateren Phase assoziiert der Proteinkomplex 20 
UssnRNP zunachst in einem Anteil zum Exonanteil der 5' 
SpleiBstelle und danach in einem anderen Anteil auch zum 
Exonanteil der 3' SpleiBstelle (s. Fig. A2), gefolgt von der 
Lariatbiidung der RNA (nicht mehr dargestellt). Durch diese 
assoziierenden Strukturen tritt also ein sehr naher raumli- 25 
cher Kontakt zwischen den spater zu ligierenden Exonen 
ein. 

[0024] Da die exakte Assoziation der SpleiBstellen durch 
die an die pre-mRNA gebundenen Proteine bewerkstelligt 
wird, besteht die Aufgabe der verbindenden Nucleotidkette 30 
eines Introns von bis zu 50 kB Grosse beim Cis-SpleiBen 
also nicht darin, die 5' und 3' SpleiBstelle eines Introns in 
den erforderlichen raumlichen Zusammenhang (Kontext) 
zum SpleiBen zu bringen; dies gilt im wesentlichen nur fur 
sehr kurze Introns mit ca. 100 Basen Lange. Die Nucleotid- 35 
kette des Introns hat vielmehr die Aufgabe, die zugehorige 
5' und 3' SpleiBstelle in einem nicht zu groBem maximalen 
Abstand (ca. 100-500 nm, je nach Intronlange) verglichen 
mit der ZellkerngroBe von 10 000 nm zu halten, sodass sich 
die beiden mit den SpleiBproteinen beladenen SpleiBstellen 40 
wahrend der thermisch bedingten standigen Schwingungs- 
und Bewegungsvorgange der RNA im Zellkem mit hoher 
Wahrscheinlichkeit irgendwann treffen konnen, wonach der 
SpleiBprozess (iiber die SpleiBstufen E, A, B usw.) eingelei- 
tet wird. 45 
[0025] Trans-SpleiBprozesse der Saugerzelle laufen nach 
gleichem Muster unter Benutzung der selben Proteinkom- 
plexe wie Cis-SpleiBprozesse ab; der einzige Unterschied 
ist, dass eine verbindende RNA-Nucleotidkette zwischen 
den beiden SpleiBstellen von Natur aus nicht vorhanden ist 50 
(s. Fig. Al und A2: Die gestrichelte Linie ist dort in der Ab- 
bildung wegzudenken). 

[0026] Aufgrund dieses Umstandes einer fehlenden kova- 
lenten Bindung zwischen den beiden SpleiBstellen sind 
TransspieiBprozesse zwischen zwei ganz bestimmten RNA- 55 
Molekiilsorten - statistisch gesehen - zunachst einmal recht 
seltene Vorgange, vergleicht man den groBen Zellkem- 
durchmesser (ca. 10 000 nm) mit dem kleinen Durchmesser 
(ca. 100 nm) der Proteinkomplexe, welche an den 5' und 3' 
SpleiBstellen auf zwei unterschiedlichen RNA-Molekulen 60 
gebunden sind. 

[0027] Die an sich sehr geringe TYansspleiBwahrschein- 
lichkeit zwischen zwei spezifischen RNA-Molekulsorten 
lasst sich jedoch gegeben durch zufallige natiirliche Urn- 
stande (oder aber gewollt durch exteme Eingriffe) um meh- 65 
rere Zehnerpotenzen steigem, wenn folgende Bedingungen 
erfiillt sind: 



(i) Die transzuspleiBenden pre-rnRNA-Molekule soil- 
ten relativ abbaustabil sein und in hoher Konzentration 
im Zellkem vorliegen. Abbaustabilitat bedeutet, dass 
diese RNA-Molekule u. a. am hinteren Ende eine Po- 
lyadenylkette aufweisen; die DNA-Vorlage dieser 
RNA muss also die beiden Signalsequenzen zur Polya- 
dcnylierung (AATAAA- Region upstream und eine GT- 
reiche Region downstream der Polyadenylierungs- 
stelle) aufweisen (s. z. B. Fig. Fl, Gl, HI). Eine hohe 
RNA-Konzentration wird dadurch verursacht, dass 
eine groBe Zahl von pre-mRNA-Molekulen von dem 
entsprechenden DNA-Template abgcschrieben wer- 
den, was wiederum durch einen starken Promotor auf 
der entsprechenden DNA erreicht wird. So gibt es in 
vivo bedingt durch unterschiedliche Promotoren in der 
Saugerzelle etwa 11 000 Gene die nur durchschnittlich 
15 mRNA-Kopien, 500 Gene, die durchschnittlich 300 
Kopien und nur 4 Gene, die durchschnittlich 12000 
mRNA-Kopien im Zellkern enthalten. Im Falle des 
erstmals nachgewiesenen Saugerzellen-TransspleiBes 
in vivo, wurde beispielsweise eine sehr groBe Zahl von 
Primartranskripten, die mit einer quantitativen PGR 
nachgewiesen wurden, bedingt durch den starken 
S V40 Promotor hergestellt. 

(ii) Fbrderlich fiir einen intermolekularen TransspleiB- 
prozess kann es ferner sein, wenn die beiden transzus- 
pleiBenden RNA-Molekule iiber einen langeren Basen- 
bereich in Antisensstrukturen iiber Watson-Crick-H- 
Briicken miteinander verbunden sind. Im Falle des erst 
beschriebenen in vivo TransspleiBes bei Saugerzellen 
durch den Patentanmelder erfolgte dies durch eine 13 
Basen lange naturlich vorkommende Antisensregion 
zwischen dem N-terminalen Teil des einen RNA-Mole- 
kiils und dem C-terminalen Teil des zweiten RNA-Mo- 
lekiils. Auf RNA-Ebene ist dabei neben der starken Ba- 
sen-Paarungen G-C und und der mittelstarken Paarung 
A-U auch die etwas schwachere Basen-Paarung G-U 
zu berucksichtigen. Je nach G/C-Anteil sind bei einer 
Temperatur von 37°C ca. 10-16 durchgehende!, d. h. 
hintereinanderliegende Basenpaarungen fiir eine sta- 
bile RNA-RN A- Assoziation ausreichend. Die Verbin- 
dung der beiden RNA-Molekule iiber diese Antisens- 
Basenpaarungs-"Brucke" ist also analog der Funktion 
der Nucleotidkette des Introns bei Cis zu spleiBenden, 
gewohnlichen pre-mRNAs: Die beiden SpleiBstellen 
werden durch eine verbindende Nucleoli d-Kette in ei- 
nem bestimmten nicht zu groBen, maximalen Abstand 
gehalten, und der Eintritt eines SpleiBprozeses nach 
Assoziation der Protein-beladenen SpleiBstellen wird 
dadurch wesentlich wahrscheinlicher. 

(iii) Aber auch wenn die beiden potentiellen RNA- 
TransspleiBpartner in enger Nahe zueinander liegen, 
z. B. bedingt etwa iiber Antisens-H-Briicken, ist immcr 
noch nicht ausreichend sichergestellt, dass hinreichend 
oder iiberwiegend intermolekulare TransspleiB-Pro- 
zesse stattfinden: Eine bestimmte 5' SpleiBstelle bei- 
spielsweise auf dem ersten RNA-Molekul kann nam- 
lich nicht nur in einer TransspleiBreaklion zu einer 3' 
SpleiBstelle auf einem zweiten, nahe liegendem RNA- 
Molekiil, sondem auch weiterhin mit der gegenuberlie- 
genden intronischen 3' Cis-SpleiBstelle des selben er- 
sten Molekiils in einem gewohnlichen Cis-SpleiB-Pro- 
zess interagieren. Der letztere Fall wird meist sogar 
wahrscheinlicher sein. Eine relative Bevorzugung des 
Trans-SpleiBes zu Ungunsten des Cis-SpleiBes kann 
aber insbesondere dadurch auftreten, dass die entspre- 
chende Cis-SpleiB-S telle eine nicht so hohe SpleiBstel- 
len- Attraktivi tat (weniger angenahert an die Konsen- 
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sussequenzen etc.) wie die konkurrierende TYans- 
spleiBstelle aufweist. Doch auch dann konnen noch 
beide Reaktionen (Trans- und Cis-SpleiB) nebeneinan- 
der stattfinden. Nur wenn die konkurrierende Cis- 
SpleiBstelle durch bestimmte weitere natiirliche Fakto- 5 
ren oder externe (erfinderische) EingrifTe funktionsun- 
fahig gemacht wird, ist mil einem ausschlieBlichen 
TransspleiB zu rechnen. 

[0028] Speziell in Bezug auf eine Reparatur-RNA, die 10 
uber einen RNA-TransspleiB ein gendefektes Exon ersetzen 
soil, miissen zwei prinzipielle Grundbedingungen erfiillt 
werden: (1) Der RNA-TransspleiB muss effektiv ablaufen, 
was konkret heiBt, dass (je nach Art des Gendefektes) 
5-50% der gendefekten RNA-Molekiile repariert werden. 15 
Und: (2) Der RNA-TransspleiB soli spezifisch nur zur gen- 
defekten RNA (und speziell zum gendefekten Exon), nicht 
jedoch zu anderen RNA-Molekiilsorten der Zelle ablaufen. 
[0029] Urn (1) eine hohe TransspleiBrate (von bis zu 
5-50%) und (2) eine hohe Substratspezifitat zu erreichen, 20 
miissen in Bezug auf eine kiinstlich geschaffene Reparatur- 
RNA (dieser Anwendungsfall) oder auch in Bezug des 
TransspleiBes einer unvollstandigen "Zelltod-RNA" zu ei- 
ner Tumorzellen-spezifischen RNA (siehe der nachste ge- 
nauer beschriebene Anwendungsfall 2) unter Beachtung der 25 
obigen Ausfuhrungen folgende Kriterien erfiillt sein: 

1. Die die transzuspleiBende RNA (Reparatur-RNA 
etc.) codierende DNA sollte insbesondere einen star- 
ken RNA-Polymerase-E-Promotor enthalten, z. B. 30 
S V40 early T- Antigen Promoter oder andere mit einem 
starken Enhancer (s. Fig, Fl), damit eine hohe Zahl 
von transspleiBfahigen RNA-Transskripten hergestellt 
werden kann. Die Effizienz einer TransspleiBreaktion 

ist wesentlich von der Konzentration der transzusplei- 35 
Benden RNA-Molekiile (= Substrat) im Zellkern ab- 
hangig. 

2. Die die transzuspleiBende RNA (Reparatur-RNA 
etc.) codierende DNA sollte z. B. am 3' Ende die Si- 
gn alsequenzen zur pre-mRNA-Polyadenylierung auf- 40 
weisen, da die Polyadenylierung u. a. fur die Stabilitat 
einer RNA verantwortlich ist. Als eine sehr potente Po- 
lyadenylierungsregion kann hier z, B. auch die entspre- 
chende Region der early SV40 DNA-Region genutzt 
werden. 45 

3. Ansonsten sollte das transgenische Produkt, wel- 
ches die TransspleiB-RNA codiert, in geeignete Vekto- 
ren integriert sein, die u. a. eine selbstandige Replika- 
tion des Transgens erlauben, eine Integration dieser 
DNA in die chromosomale DNA eher ausschlieBen 50 
und die keine eventuelle Immunabwehr iiber sonstige 
codierende Proteine des Vektors ermoglichen. 

4. Die transzuspleiBende RNA (Reparatur-RNA, un- 
vollstandige "Zelltod-RNA" etc.) sollte iiber ionische 
Bindungen (H-Briicken) mit den TransspleiBpartner 55 
(gendefekte RNA, tumorzellspezifische RNA etc.) ver- 
bunden sein, urn die TransspleiBeffizienz zu steigcm. 
Dies ist dadurch zu erreichen, dass die Reparatur-RNA 
etc. eine langere, hintereinander liegende Folge von 
Nucleotiden in den Outron-RNA-Teilen aurweist, die 60 
iiber Antisens-H-Briicken zu einem entsprechenden 
Bereich auf der zu reparierenden RNA etc. paart. Dies 
wird dadurch erzielt, dass in der diese TransspleiB- 
RNA (Reparatur-RNA etc.) codierenden DNA eine 
entsprechende Antisensseguenz erzeugt wird. 65 
Damit unter physiologischen Bedingungen der Zelle 
(37°C, neutraler pH-Wert, 150 mM NaCl-Konzenta- 
tion etc.) eine stabile RNA-RNA-Hybridisierung ein- 



tritt, muss die Hybridisierungszone der Watson-Crick- 
H-Briicken eine minimale Lange aufweisen. Als sehr 
grober Richtwert gilt fur die Annealing-Temperatur, 
dass die Basenpaarung C-G urn 3°C, die Paarung A-U 
bzw. A-T um 2°C und die Paarung G-U urn 1°C die 
Anneling Temperatur uber 0°C erhoht. Eine 12 Basen 
(mer) lange ununterbrochene RNA-RNA-Hybridisie- 
rungszone bestehend aus statistisch verteilt: 6 Bin- 
dungspaaren C-G und 6 Bindungspaaren A-U besteht 
also insgesamt aus 30 H-Briicken mit annahemd 30°C 
Schmelztemperatur, wobei dies ein Minimalwert ist; 
tatsachUch liegt der Wert einige Celcius-Grade hoher, 
eine genaue Berechnung ist iiber entsprechende EDV- 
Programme moglich. Unter dem Gesichtspunkt der 
Annealingtemperatur unter zellphysiologishen Bedin- 
gungen ist also eine mind. 12-14 Basen lange Hybri- 
dierungszone fur eine feste RNA-RNA-Bindung bei ei- 
ner linearen RNA ausreichend. 
Besondere Sekundarstrukturen der transzuspleiBenden 
externen RNA (Reparatur-RNA etc.) und des zellula- 
ren RNA-TransspleiBpartners (gendefekte RNA etc.) 
sind bei der Auswahl der willkiirlichen Nucleotidfolge 
auf der Reparatur-RNA, die hybridisieren soli, jedoch 
zu berucksichtigen. RNAs liegen in der Regel namlich 
nicht als eine lange, lineare Nucleotidkette vor, sondern 
es konnen auch intramolekulare Hybridiserungszonen 
auftreten, wodurch iiber einen besummten RNA-Be- 
reich eine doppelstrangige RNA - mit der Ausbildung 
von stem loops, hairpins etc. - entsteht. Mit Hilfe ge- 
eigneter Computerprograrnme kann aber aufzeigt wer- 
den, welche RNA-Bereiche innerhalb eines RNA-Mo- 
lekiils unter physiologischen Bedingungen miteinander 
paaren. Stellt man also fest, dass eine kiinsdich ge- 
schaffene RNA-Sequenz innerhalb einer Reparatur- 
RNA etc. von z. B. 12 oder mehr Nucleotiden iiberwie- 
gend mit anderen Regionen dieser RNA eine intramo- 
lekulare RNA-Paarung eingeht, so ist diese Sequenz zu 
verwerfen und eine abgeanderte Sequenz, die naturlich 
wiederum zur gendefekten RNA etc. paaren soli, aus- 
zuwahlen. Entsprechend ist auch der zu paarende Be- 
reich auf der gendefekten RNA etc. zu analysieren, 
auch dieser sollte tatsachlich fur eine inter-molekulare 
Paarung mit der Reparatur-RNA etc. zur Verfugung 
stehen, er darf also ebenfalls nicht durch eine intramo- 
lekulare Paarung zu anderen Bereichen der gendefek- 
ten RNA etc. blockiert sein. Die Auswahl von hier ge- 
eigneten RNA-Sequenzen kann auch wieder uber ent- 
sprechende EDV-Programme erfolgen. 
5. Die externe transzuspleiBende RNA (Reparatur- 
RNA, unvollstandige "Zelltod-RNA" etc.) sollte sehr 
stringente 5' und 3* SpleiBstellen aufweisen. Die 5' 
SpleiBstelle bzw. die 3' SpleiBs telle z. B. auf der Repa- 
ratur-RNA sollten insbesondere attraktiver fur die 
SpleiBenzyme (Spliceosomen und Hilfsproteine) sein 
als die authentischen, analogen Cis-SpleiBstellen auf 
der gendefekten zellularen RNA, damit nicht diese 
analogen Cis-SpleiBstellen verwendet werden, was zu 
einer gendefekten RNA fuhrt (s. Fig. B), sondern die 
Trans-SpleiBstellen auf der Reparatur-RNA, da nur so 
eine in diesem Exon reparierte RNA entsteht (s. Fig. 
C). 

a) Die 5' SpleiBsteUe (s. Fig. Il-D) der Trans- 
spleiB- Reparatur-RNA sollte also insbesondere 
eine hohere Attrakdvitat fur die Proteine des 
SpleiBapparates - insbesondere das UisnRNP - 
haben als die analoge, unerwiinschte 5' Cis- 
SpleiBstelle auf der gendefekten RNA. Diese Be- 
dingung ist in Regel erfiillbar, da die natiirlichen 
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zellularen Cis-SpleiBstellen, also auch die ent- 
sprechende 5' Cis-SpleiBsteile der gendefekten 
RNA, im Regelfall zur UisnRNA des SpleiBpro- 
teinkoplexes UisnRNP nicht optimal paaren, d. h. 
von der optimalen 5' SpleiBstellensequenz gering- 5 
fiigig abweichen (s. Fig. I). AnzusLreben ist also 
uber gentechnologische Eingriffe (auf Ebene der 
codierenden DNA) die SchafFung einer SpleiBop- 
timalen 9-mer langen Sequenz in der 5' SpleiB- 
S telle der Reparatur RNA. Im 6 Basen umfassen- 10 
den Intronteil bzw. Outronteil der 5' SpleiBstelle 
der Reparatur-RNA etc. bedeutet dies die Schaf- 
fung einer Sequenz, welche die Folge G-U-(A/G)- 
(A/G)-G-U enthalt, die bevorzugte Folge hier ist: 
G-U-A-A-G-U; diese Basenfolgen paart optimal 15 
(grosste H-Briicken-Zahl) mit der UisnRNA. Un- 
ter dem Ziel, eine optimale SpleiBstellensequenz 
zu erreichen sind wiUkiirliche Eingriffe im 3 Ba- 
sen umfassenden exonischen Teil der 5' SpleiB- 
stelle der Reparatur-RNA hingegen nur sehr be- 20 
grenzt mdglich, da durch eine Basenveranderung 
gegenuber der authentischen SpleiBstelle auf der 
gendefekten RNA keine andere Arninosaure co- 
diert werden darf. Hier sind jedoch gewisse Varia- 
tionsmoglichkeiten gegeben, da in der Regel eine 25 
bestimmte Arninosaure duch 2, 4 oder 6 verschie- 
dene Basentripletts codiert wird. Als ein zulassi- 
ges Beispiel einer solchen Veranderung sei die 
Uberfuhrung des Basentripletts CGG (Fig. II) 
durch einen kunstlichen Eingriff in das Basentri- 30 
plett AGG (Fig. 12) aufgefuhrt. Die neue Basen- 
folge AGG auf der Reparatur-RNA paart besser 
als die analoge wt-Folge CGG in der gendefekten 
RNA zur UisnRNA des UisnRNPs (Fig. II und 
12), beide codieren aber nach wie vor fur die glei- 35 
che Arninosaure, namlich Arginin (Arg). 
Die Attraktivitat der 5' SpleiBstelle auf der Repa- 
ratur-RNA lasst sich noch weiter erhohen, wenn 
die Anlagerung des UisnRNP an diese RNA 
durch zusatzliche SpleiB-Hilfsproteine unterstiitzt 40 
wird. Diese SpleiBhilfsproteine sind zumeist Argi- 
nin-Serin-reiche Proteine (SR-Proteine), die iiber 
eine spezielle Bindungsdomane zu Purinreichen 
Sequenzen oder andere spezielle Sequenzen in- 
nerhalb der RNA binden. Sehr oft liegen diese 45 
A/G-reichen Sequenzen, die als "Splice-Enhan- 
cer" fungieren, im zur SpleiBstelle zugehorigen 
Exon ("Exonic-Splice-Enhancer," = ESE). Im 
Falle der Reparatur-RNA sollte versucht werden, 
durch den gentechnischen Austausch einzelner 50 
Basen - auf der die RNA codierenden DNA - ei- 
nen moglichst langen bzw. A/G-reichen Nucleo- 
tid-Stretch zu erhalten (Fig. II, 12); Voraussetzung 
ist auch hier, dass bei Veranderungen der Nucleo- 
tide im Exon keine Codons fiir andere Aminosau- 55 
ren entstehen diirfen. Beispielsweise kann die Ba- 
senfolge GGU im Exon der authentischen wt- 
RNA durch die Basen folge GGA in der Repara- 
tur-RNA ersetzt werden (Fig. II, 12); hierdurch 
wird ein durchgehender, langerer A/G-Stretch er- 60 
reicht, ohne dass eine Aminosaurenveranderung 
auftritt, denn GGU und GGA codieren beide fur 
Glycin. Im speziellen Falle des SpleiB-Hilspro- 
teins ASF/SF2, das die Bindung von l^snRNP 
unterstiitzt, ist die anzustrebende RNA-Folge zur 65 
Bindung dieses Proteins z. B. AGAAGAAC oder 
GG AAGAAC, oder andere Sequenzen, die nur A, 
G sowie C aber kein U enthalten. Die ASF/SF2 



bindenden RNA-Regionen konnen anstellc im 
Exon aber auch im Intronteil/Outronteil der 5' 
SpleiBstelle liegen ("Intronic-Splice-Enhancer," = 
ISE). 

b) Auch die 3* TVans-SpleiBstelle (s. Fig. J) auf 
der Reparatur-RNA sollte durch gentechnologi- 
sche Eingriffe auf der die Reparatur-RNA codie- 
renden DNA eine hohere Attraktivitat als die ent- 
sprechende analoge, konkurrierende, uner- 
wiinschte 3' Cis-SpleiBs telle auf der gendefekten 
RNA aufweisen, Primarer Angriffspunkt der At- 
traktivitatssteigerung ist hierbei der Poly(U/C)- 
Stretch unmittelbar vor der Folge AG am distalen 
Ende des Introns bzw. Outrons. Giinstigerweise 
sind durchgehende Pyrimidinstretches mit 9 oder 
mehr aufeinanderfolgenden U- oder C-Basen in 
den authentischen SpleiBstellen von naturlichen 
(wildtyp) RNAs nur sehr selten, so dass hier durch 
gezielte wilikiirliche, gentechnologische tiberfuh- 
rung einzelner G- oder A-Basen in C- oder U-Ba- 
sen im Pyrimidinbasenstrech auf der entsprechen- 
den Reparatur-RNA (vgl. Fig. Jl und J2) ein 
durchgehender, langer U/C-Stretch von 12-18 
Basen geschaffen werden kann. Da der Angriffs- 
punkt des Poly(U/C)-Stretches primar das Protein 
U2AF 65 ist, dessen RNA-Bindungskonsensusse- 
quenz U 6 (U/C)CC(CAJ)U 7 CC ist, sollte diese 
spezielle Sequenz uber eine willkurliche Verande- 
rung in der 3' SpleiBstelle der Reparatur- RNA an- 
gestrebt werden. Prinzipiell ist auch eine Verande- 
rung der Nucleotidfolge in der Branch-A-Stelle 
der 3' SpleiBstelle der transzuspleiBenden RNA 
(Reparatur-RNA etc.) in Richtung zu einer opti- 
malen Paarung zur U 2 snRNA des SpleiBprotein- 
koplexes l^snRNP moglich. Dies ware eine anzu- 
strebende Nucleotidfolge: U-(A/G)-C-U-(A/G)- 
A-(C/U) auf der transzuspleiBenden RNA inner- 
helb der Branch-A-Stelle (s. Fig. Jl und J2). Die 
Verhaltnisse sind jedoch in Bezug auf die Branch- 
A-Stelle sehr komplex; zudem ist die genaue 
Stelle der Branch-A-Site auf einer prc-mRNA off 
nicht experimentell bestimmt, sondern es wird 
eine solche Branch- A-SteUe dort vermutet, wenn 
die Branch-A-Konsensussequenz annahernd ge- 
geben ist. Diverse Gene, z. B. das SV40 T-Anti- 
gen-Intron, tragen zudem oberhalb des gemeinsa- 
men Poly-Pyrimidinstretches gleich mehrere 
Branch- A-Stellen zur Auswahl. Willkurliche Ver- 
anderungen der Branch-A-Stelle auf der Repara- 
tur-RNA im Vergleich zur gleichen Stelle auf der 
gendefekten RNA sind nur bedingt vorzunehmen, 
vorteilhafter ist eher eine Veranderung des Poly- 
pyrimidinbasenstretches (s.o.). 
Die Attraktivitat auch der 3' SpleiBstelle auf der 
Reparatur-RNA lasst sich noch weiter erhohen, 
wenn die Anlagerung des U2AF-Proteinkomple- 
xes an den Polypyrimidinbasenstretch der 3' 
SpleiBstelle dieser RNA eben falls durch zusatzli- 
che SpleiB-Hilfsproteine unterstutzt wird. Diese 
SpleiBhilfsproteine konnen wiederum S/R-Pro- 
teine sein, die z. B. an A/G-reiche Sequenzen der 
RNA binden. Diese A/G-reichen Sequenzen kon- 
nen auch wiederum durch gentechnologische Ver- 
anderungen einzelner Basen im Reparatur- Exon 
erzeugt werden (Fig. Jl, J2), wobei auch hier 
durch diese Basenanderungen keine andere Arni- 
nosaure codiert werden darf (s.o.). 
6. Urn die zum gendefekten Exon hin unerwtinschten 
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Cis-SpleiBreaktionen, die zur gendefekten mRNA fuh- 
ren (s. Fig. B), weiter auszuschlieBen, sind diese Cis- 
SpleiBstellen zu inaktivieren. Die Inaktivierung erfolgt 
am besten tiber eine RNA, die kUnstlich geschaffene 
Antisensregionen zu diesen 5' und 3' Cis-SpleiBstellen 5 
aufweist, wodurch die Cis-SpleiBstellen blockiert und 
inaktiviert werden. Im einfachsten Falle enthalt die Re- 
paratur-RNA selber diese Antisensregionen (s. Fig. C, 
D, E). Die Blockierung der analogen, konkurrierenden 
unerwiinschten 5'-Cis-SpleiBstelle mi it einer 9-mer-Ba- 10 
senfolge auf der gendefekten RNA erfolgt am besten 
durch eine hierzu vollstandig oder uberwiegend paa- 
rende, kunstlich geschaffene Antisenssequenz im Ou- 
tronteil der transzuspleiBenden RNA (s. Fig. 13, oben). 
Die Blockierung der analogen, konkurrierenden uner- 15 
wiinschten 3-Cis-SpleiBstelle auf der gendefekten 
RNA wird entsprechend durch eine entsprechende An- 
tisensstruktur zwischen der transzuspleiBenden RNA 
und dem Polypyrimidinbasenstretch der 3-Cis-SpleiB- 
stelie erreicht (s. Fig. J3, oben). 20 
Die Antisensregionen der Reparatur-RNA zur Target- 
RNA erfullen somit zwei Funktionen: a) Herstellung 
einer stabilen Bindung zur Reparatur-RNA und b) 
Blockierung der unerwiinschten Cis-SpleiBstellen auf 
der gendefekten RNA. 25 
7. Die Antisensstrukur zwischen der transzuspleiBen- 
den RNA (Reparatur-RNA etc.) und der Target-RNA 
hat aber auch noch eine wesentliche dritte Funktion: 
Sie sorgt fur die erforderliche Selektion des richtigen 
RNA-Targets, da der RNA-TransspleiB spezifisch nur 30 
zur gendefekten RNA (und speziell zum gendefekten 
Exon), nicht jedoch zu anderen RNA-Moiekulsorten 
der Zelle ablaufen soil. 

Die Wahrscheinlichkeit (W), mit welcher eine RNA- 
Nucleotidfolge bestehend aus den 4 Nucleotiden G, C, 35 
A, U mit einer entsprechenden Antisensfolge auf einer 
anderen RNA komplett paart, ist statistisch gesehen: W 
= 1 zu 4 n (n = Anzahl der Nucleotide im Basenstretch). 
Bei einem 18 mer einer DNA ware eine vollstandige 
Paarungs wahrscheinlichkeit von zwei DNA-Halften 40 
demnach 1 zu 4 18 = 1 zu 68.719.476.736 (68Mrd.); 
wegen der noch zusatzlich moglichen RNA-Basen- 
Paarung: U-G bzw. G-U liegt die Wahrscheinlichkeit, 
mit der eine 18 merige RNA-Folge mit 9 A oder C und 
9 U oder G in Antisens irgendwo zu einer anderen 45 
RNA-Folge paarU jedoch darunter, namlich bei 1 zu 4 9 
x 2 9 = 1 zu 262.144 x 512 = 1 zu 134.217.728 
(134 Mio.). Die uberschlagige Berechnung der Ge- 
samt-Nucleotidzahl der Saugerzell-RNA ergibt bei ca. 
25 000 verschiedenen pre- mRNA s und sonstigen 50 
RNAs (ribosomale RNA etc.) bei einer durchschnittli- 
chen pre-mRNA-Lange von 6000 Basen einen Gesamt- 
wert von ca. 150 Mio. RNA-Nucleotiden. Die Wahr- 
scheinlichkeit, dass eine speziell geschaffene 18 mer 
Basenfolge mit 9 A/C und 9 U/G einer transzusplei- 55 
Benden RNA (Reparatur-RNA etc.) nicht nur zur spe- 
ziellen Target-RNA (gendefekte RNA etc.), sondern 
noch zu einer anderen RNA mit einer identischen Anti- 
sensstruktur paart, ist also statistisch gesehen 150 Mio. 
zu 1 34 Mio., d. h. die Wahrscheinlichkeit liegt bei ca. 1 60 
zu 1; bei einem 20 mer ist der Wert also nur noch ca. 1 
zu 8. Statistische Uberlegungen alleine sind jedoch 
nicht ausreichend: Auch hier ist mit Hilfe von geeigne- 
ten, erhaltlichen Computerprogrammen zu uberpriifen, 
ob eine unerwunschte vollstandige Hybridisierung ei- 65 
ner bestimmten 18-20 mer-Folge zu anderen, unge- 
wollten RNA-Molekulen auszuschlieBen ist. Falls eine 
solche moglich ist, ist die zu paarende Basenfolge auf 
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der Reparatur-RNA entsprechend zu modifizieren, und 
die Prufung erneut zu vollziehen. Es sei jedoch in die- 
sem Zusammenhang angemerkt, dass eine Paarung der 
Reparatur-RNA zu einer anderen als der vorgesehenen 
Target-RNA (gendefekte RNA) nicht gleichbedeutend 
damit ist, dass diese Reparatur-RNA dann einen zu die- 
ser RNA nicht erwunschtcn TransspleiB vollzieht, da 
eine RNA-RNA-Paarung alleine noch keine Gewahr 
fur einen RNA-TransspleiB darstellt; hier miissen ins- 
besondere auch Bedingungen vorliegen, die einen 
TransspleiB uber Blockierung etc. etwaiger Cis-SpleiB- 
stellen fbrdern (s. v.). Ob solche unerwiinschten Trans- 
spleiBreaktionen wirklich stattfinden, kann z. B. uber 
geeignete cDNA-PCR-Verfahren analysiert werden (s. 
auch letzter beschriebener Anwendungsfall 3). 

[0030] Nachdem eine DNA, die z. B. eine Reparatur-RNA 
codiert, hergestellt und uber geeignete Methoden in entspre- 
chend gendefekte Zellen eingebracht wurde, so dass in die- 
sen Zellen permanent diese Reparatur-RNA produziert 
wird, ist im nachfolgenden Schritt die TVansspleiBeffiziens 
zur gendefekten RNA hin zu analysieren. Fur therapeutische 
Zwecke reicht es, wenn, je nach Anwendungs-/Krankheits- 
fall, 5-50% intakte entsprechende mRNAs bzw. Proteine im 
Vergleich zur nicht gendefekten Zelle hergestellt werden. 
[0031] Diese Analysen erfolgen zunachst in praeklini- 
schen Studien zuerst mit Zellkulturen und dann im Tierver- 
such. Die Zellkultur kann von einem Menschen abstammen, 
der einen monogenetischen Erbdefekt hat, der im einfach- 
sten Fall aus einer einzigen Basenmutation besteht, welche 
dann fiir ein fehlerhaftes Protein codiert. Im angegebenen 
Musterbeispiel (s. Fig. F) konnte ein Gendefekt auf RNA- 
Ebene aus der Basenfolge GAGC bestehen, wohingegen die 
intakte wt-Sequenz, welche die Reparatur-RNA tragt, die 
Basenfolge GAUC umfasst (Fig. F3). Die Analyse der 
TransspleiBeffizienz - dem Verhaltnis von transgespleiBter 
zu cis-gespleiBter RNA - ist dann beispielsweise uber eine 
spezifische cDNA-PCR aus der Gesamt-RNA der Zellen ge- 
folgt von einer "Sequenzanalyse" der cDNA-PCR-Produkte 
moglich. Die beiden PCR-Prirner wiirden zunachst so ge- 
wahlt, dass diese im wesentlichen die cis-gespleiBten, de- 
fekten mRNA-Molekule (Fig. F4b) oder trans-gespleiBten, 
reparierten/intakten mRNAs (Fig. F4a) erfassen, nicht je- 
doch die entsprechenden noch nicht cis- oder transgespleiB- 
ten pre-mRNAs. Dies wird z. B. dadurch erreicht, dass die 
Primer so gewahit werden, dass diese genau auf der Mitte 
der SpleiBverbindungsstelle (Splice junction) des interessie- 
renden Exons zu dem upstream und dem downstream Exon 
der ds-cDNA in der nachfolgenden PCR binden (Fig. F5a 
und F5b); bei einem 18-mer PCR-Prirner etwa wiirden je 9 
Nucleotide auf die beiden Exonenden fallen. 
[0032] In dieser cDNA-PCR werden also zunachst zwei 
auBerlich nicht unterscheidbare, gleichgroBc PCR-Produkte 
erhalten, die entweder von der cis-gespleiBten mRNA (Fig. 
F6b) oder der transgespleiBten mRNA (Fig. F6a) abstam- 
men. 

[0033] Die beiden PCR-Produkte konnen jedoch wie folgt 
getrennt und unterschieden werden: Im Reparatur-Exon sind 
im Unterschied zum gendefekten Exon ein oder mehrere 
Nucleotide verandert. Durch den Austausch nur eines Nu- 
cleotides oder mehrerer Nucleotide ergibt sich im Regelfall 
bei der Vielzahl der bekannten Restriktionsenzyme automa- 
tisch eine neue cDNA-RestriktionsschniUstelle oder eine 
vorige Restriktionsschnittsstelle verschwindet. In dem hier 
aufgezeigten exemplarischen Fall enthalt das PCR-Produkt 
abstammend von der transgespleiBten, reparierten mRNA 
die Sequenz GATC, welche eine Mbo I Restriktionsenzym- 
schnittstelle darstellt. Sofern ausschlieBlich transgespleiBte 
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cDNA-PCR-Produkte vorliegen, wird das PCR-Produkt 
nach Mbo I Verdau also vollstandig in zwei kleiner Frag- 
mente gespalten (Fig. F7a). PCR-Produkte, z. B. mit der Se- 
quenz GAGC, die von der cis-gespleiBten, defekten mRNA 
abstammen, werden durch Mbo I jedoch nicht gespalten 5 
(Fig. F7b). Der Anteil der Mbo-I-gespaltenen PCR-Pro- 
dukte in Relation zu den ungespaltenen PCR-Produkten gibt 
also die Effizienz der TransspleiBreaktion dn der Zelle wie- 
der. Das Verfahren beschreibt folglich ein vereinfachtes Se- 
quenzierungsverfahren uber eine PCR-Restriktionsfrag- 10 
mentanalyse. 

[0034] Die Reparatur-RNA konnte im unerwiinschten 
Falle zu anderen nicht gewiinschten zellularen pre-mRNAs 
liber Antisensstrukturen annealen und eventuell dann dort 
auch TransspleiBreaktionen ausfuhren (s. o.); was aber auch 15 
nach Annealing eher unwahrscheinlich ist, da die Reparatur- 
RNA z. B. an dieser anderen RNA hochst wahrscheinlich 
keine spezifische Blockierung der 5' und 3' Cis-SpleiBstellen 
uber Antisensstrukturen in diesem Bereich durchfiihrt. Auch 
der Nachweis eventueller unerwunschter TransspleiBpro- 20 
dukte erfolgt iiber eine cDNA-PCR: Nachdem zuvor uber 
eine Computeranalyse mogliche Antisens-Bindungsstellen 
der Reparatur-RNA zu sonstigen RNA-Molekiilen der Zelle 
aufgezeigt wurden (s. v.), geschieht die Analyse mittels ei- 
ner cDNA-PCR, bei welcher ein PCR-Primer zum Exon der 25 
Reparatur-RNA und der andere Primer entsprechend auf 
dieser anderen zellularen RNA bzw. der abgeleiteten cDNA 
bindet (vgl hierzu genauer: Anwendungsfall 3 bzw. Fig. 
01). Nur nach erfolgtem TransspleiB mit Bildung einer chi- 
meren mRNA - abstammend aus der Reparatur-RNA und 30 
einer ganz anderen RNA der Zelle - werden dann entspre- 
chende cDNA-PCR-Produkte nachweisbar sein. 
[0035] Je nachdem ob, ein internes oder ein terminales 
gendefektes Exon zu reparieren ist, hat die Reparatur-RNA, 
bzw. die die RNA codierende DNA, einen unterschiedlichen 35 
Grundaufbau: 

Das zentrale Element der Reparatur-RNA ist immer das Re- 
paratur-Exon, welches die richtige, korrigierte Geninforma- 
tion tragt. Dieses Exon wird noch von ein oder zwei Intron- 
halften, genannt Outrons umgeben. Die Nucleotidsequenz 40 
der Outrons kann hierbei im wesentlichen der Nucleotidse- 
quenz der entsprechenden Intronbereiche, die an der Grenze 
zum gendefekten Exon der zellularen RNA liegen, homolog 
sein. Basen veranderungen im Outron betreffen im wesentli- 
chen nur Veranderungen in den Sequenzen der SpleiBstellen 45 
sowie die kiinstliche Schaffung einer Antisensstruktur im 
Outron, damil die eingebrachte RNA hier im Outron zur 
gendefekten RNA paaren kann. Die Outrons enthalten den 
groBeren Anteil der 5' SpleiBsstellensequenz (bei einem hin- 
teren (3') Outron) sowie alle Elemente der 3' SpleiBstelle 50 
(bei einem vorderen (50 Outron). Uber diese SpleiBstellen, 
die eine hohe Attraktivitat fur die SpleiBproteine haben sol- 
len, erfolgt durch eine einfache bzw. zweifache TransspleiB- 
reaktion der Austausch des Reparatur-Exons mit dem ent- 
sprechenden mutierten Exon der gendefekten zellularen 55 
RNA. Aufgabe dieser Outrons ist ferner uber Antisensstruk- 
turen im Outronbereich zur gendefekten RNA hin die spezi- 
fische Anbindung zwischen Reparatur-RNA und gendefek- 
ter RNA (Selektion). Durch diese Antisens-RNA-RNA-Bin- 
dung wird daruber hinaus die TransspleiBeffizienz wesent- 60 
lich gesteigert und durch eine gleichzeitige Antisensblockie- 
rung der analogen Cis-SpleiBstellen, der unerwiinschte Cis- 
SpleiB, der zu einer gendefekten RNA fuhrt, effektiv blok- 
kiert (s. Fig B, C, D, E). 

65 

A) Die Struktur der Reparatur-RNA zur Reparatur ei- 
nes nicht terminalen gendefekten Exons (Ubersicht s. 
Fig. C und F) hat demnach vorteilhafterweise folgen- 
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den Aufbau: 

(i) Struktur des vorderen (5*) Outrons: Am 5'- 
Kopfende - also zu Beginn des vorderen Outrons 
- der Reparatur-RNA liegt eine cap-Sequenz, 
welche von der Zelle selbst erzeugt wird. Hieran 
schlieBt sich nach einer Spacerregion von n = ca. 
10-50 Nucleotiden eine kiinstlich erzeugtc Nu- 
cleotidregion an, die - aus Selektionsgriinden - 
uber eine Lange von mindestens 18 aufeinander- 
folgenden Basen zur gendefekten RNA paart und 
dabei gleichzeitig die unerwiinschte 3' Cis-SpleiB- 
stelle der gendefekten RNA uber eine Blockie- 
rung des AG- Nucleotides und des Polypyrimidin- 
basenstretches inaktiviert (Fig. C und J3). Nach 
einer weiteren Spacerregion von n = ca. 10-100 
Nucleotiden (Fig. J3) folgt eine kiinstlich er- 
zeugte, sehr starke 3' SpleiBregion. Diese besteht 
zunachst N- terminal aus einer starken Branch- A- 
Region, welche die Sequenz U-(A/G)-C-U- 
(A/G)-A enthalt (s. Fig. J3). Nach einer weiteren 
Spacerregion von n = ca. 10-30 Nucleotiden folgt 
eine kiinstlich erzeugte, sehr starke Poly (U/C)- 
Region mit optimal 18 hintereinander liegenden 
U- oder C-Basen, gefolgt von der RNA-Nucleo- 
tidfolge AG, die das Ende der 3-SpleiBstelle und 
des vorderen Outrons der tranzuspleiBenden RNA 
(Reparatur-RNA etc.) darstellt. 

(ii) Struktur des Reparatur-Exons: Der RNA- 
Exonteil tragt iiber einen kiinstliche EingrifT (auf 
der codierenden DNA) die entsprechende Muta- 
tion nicht mehr, das Exon weist also prinzipiell 
die komplette Wildtyp-(wt)-Sequenz der homolo- 
gen RNA auf. Das Reparaturexon kann jedoch, 
abweichend von der wt-Sequenz der homolgen 
RNA, andere Basen im Austausch enthalten, so- 
fern hierdurch keine anderen Aminosauren co- 
diert werden. Forderlich und anzustreben sind 
iiber gentechnologische Methoden auf Ebene der 
codierenden DNA erzeugte Sequenzen, die als 
sog. Exonische Splice Enhancer (ESE) fungieren 
und so die (TVans)SpleiBeeffizienz anheben. Als 
solche ESE-Sequenzen dienen z. B. Purin(A/G)- 
reiche Basenfolgen, welche zu Arginin-Serin 
(SR)-reichen-SpleiBhilfsproteinen (SR-Proteine) 
binden kbnnen. Fig. II und 12 bzw. Jl und J2 zeigt 
beispielhaft, wie durch Basenaustausch nur eines 
Nucleotides (U zu A) ein solcher durchgehender 
A/G-Stretch als ESE-Sequenz erzeugt wird, ohne 
dass hierdurch andere Aminosauren codiert wer- 
den. 

Sofem wie hier, auf das Exon ein weiteres Outron 
mit einer 5' SpleiBstelle folgt, ist femer im exoni- 
schen Anteil der 5' SpleiBstelle (= letzte 3 Basen 
des Exons) durch Austausch von 1-2 Nucleotiden 
die Basenfolge (A/G)-(A/G)-G anzustreben, so- 
fem hierdurch keine andere Aminosaure codiert 
wird. Die obige Basenfolge paart optimal zur 
UisnRNA des UisnRNP und fbrdert deshalb eine 
(Trans)SpleiBreaktion. Im Beispielfall der Fig. II 
wurde eine Base C durch einen gentechnologi- 
schen Eingriff durch eine Base A (s. Fig. 12) er- 
setzt, ohne dass hierdurch eine andere Amino- 
saure (stets Arg) codiert wird. 

(iii) Struktur des hinteren, distalen (3') Outrons: 
Das nachfolgende distale Outron beginnt zunachst 
mit den 6 intronischen Nucleotiden der 5' SpleiB- 
stelle. Hier ist durch einen gentechnologischen 
Eingriff auf der die RNA codierenden DNA die 
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Nucleotidfolge G-U-A-A-G-U anzustreben (vgl 
Fig. II und 12), die optimal zur UisnRNA des 
UisnRNP paarl, wodurch eine hohe (Trans)Splei- 
Beffizienz ereicht wird. Da die Basen des Outrons 
keine Aminosauren codieren, sind hier alle will- 5 
kiirlichen Basen veranderungen im Vergleich zur 
Basenfolge des homolgen Introns der gendefekten 
RNA moglich (vgl. Fig. II und 12). An die 5' 
SpleiBstelle schlieBt sich nach einer Spacerregion 
von n = ca. 10-100 Nucleotiden eine kunstlich er- 10 
zeugte Aniti sens-Region an, die - aus Selektions- 
griinden - iiber cine Lange von mindestens 18 
aufeinanderfolgenden Basen zur gendefekten 
RNA paart und dabei gleichzeitig die uner- 
wiinschte 5' SpleiBstelle der gendefekten RNA 15 
iiber eine RNA-Antisensblockierung inaktiviert 
(Fig. C und 13). An diese Antisensregion schlieBt 
nach einer weiteren Spacerregion von n = ca. 
10-50 Nucleotiden eine Polyadenylierungsstelle 
an. Die codierende DNA tragt hier die Erken- 20 
nungsregionen zur Polyadenylierung, z. B. aus 
dem SV40 Early Gen, welche aus einer Sequenz 
AATAAA upstream zur Poly-A-Schnittstelle und 
einer GT-reichen Sequenz downstream der Poly- 
A-Schnittstelle besteht (s. Fig F 1 ). 25 

B) Die Struktur der Reparatur-RNA zur Reparatur ei- 
nes nicht internen, N-terminalen codierenden, gende- 
fekten Exons (s. Fig. D) besteht aus einem Reparature- 
xon gefolgt von einem Outran. Das Reparaturexon co- 
diert - homolog dem gendefekten Exon - nur im hinte- 30 
ren Bereich fur Aminosauren, d. h. es enthalt den 
Translationsstartcodon AUG. Fur die Feinstruktur die- 
ser beiden RNA-Elemente Exon und Outran gelten die 
vorherigen Ausfuhrungen wie unter (ii) und (iii). Da 
die Reparatur-RNA nur eine SpleiBstelle enthalt, er- 35 
folgt hier nur eine einfache (statt zweifache) Trans- 
spleiBreaktion hin zur gendefekten homologen zellula- 
ren RNA. 

C) Die Reparatur-RNA zur Reparatur eines C-termi- 
nalen codierenden, gendefekten Exons (s. Fig. E) be- 40 
steht umgekehrt aus einem vorderen Outran gefolgt 
von dem Reparaturexon. Fur die Feinstruktur dieser 
beiden RNA-Elemente gelten ebenfalls die vorherigen 
Ausfuhrungen unter (i) und (ii) mit Ausnahme, dass 
das Reparaturexon entsprechend am hinteren Ende 45 
keine Nucleotide einer 5' SpleiBstelle enthalt. Das Re- 
paraturexon codiert - homolog dem gendefekten Exon 

- nur im vorderen Bereich fiir Aminosauren, d. h. es 
enthalt einen Translationsstopcodon wie UAG etc. Das 
Reparaturexon bzw. die hierzu codierende DNA ent- 50 
halt ferner am distalen Ende eine Erkennungsregion 
zur Polyadenylierung, wie dies unter (iii) ausgefiihrt ist 
(vgl. ahnl. Fig HI und H2). 

D) Neben dem Fall, dass das Reparaturexon nur ein 
authentisches, gendefektes Exon ersetzen muss, ist je- 55 
doch auch noch der Fall denkbar, dass die zu reparie- 
rende, zellulare RNA in mehreren Exonen gendefekt 
ist. Sofern etwa zwei benachbarte Exone einer RNA je 
einen Gendefekt haben, konnte das Reparaturexon ent- 
sprechend aus einem einzigen neuen Exon bestehen, 60 
welches die beiden Geninformationen dieser beiden 
Exone enthalt. Die das Reparaturexon codierende 
DNA leitet sich also aus der cDNA der mRNA nur aus 
diesen beiden Exonen ab. Das cDNA-abgeleitete Repa- 
raturexon enthalt dann wiederum ebenfalls zwei Trans- 65 
spieiBstellen respektive ein proximales und ein distales 
Outron, oder nur eine TransspleiBstelle respektive nur 
eine proximales oder distales Outron. 
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Ein besonderer Fall, der auch den Einsatz eines solchen 
cDNA-Reparaturexons begriinden wurde, liegt dann 
vor, wenn ein einziges Exon mutiert ist, das im vorde- 
ren oder hinteren Bereich der gendefekten RNA liegt, 
ohne das erste bzw. letzte codierende Exon zu sein. Im 
ersteren Falle konnte das entsprechendc mutierte Exon 
der zellularen RNA z. B. das zweite codierende Exon 
sein (vgl. Fig. G); das entsprechende cDNA-Reparatu- 
rexon enthalt dann die cDNA aus dem ersten und zwei- 
ten Exon. Nach dem cDNA-Exon folgt ein Outron mit 
einer 5' (Trans)SpleiBstelle. Durch diese Konstruktion 
iiber eine cDNA im Reparaturexon wird quasi ein 
kunstliches N-terminales Exon geschaffen (s. Fig. D), 
es wird also nur ein einfacher TransspleiB (anstelle ei- 
nes zweifachen IransspleiBes) zur RNA-Reparatur 
notwendig. Dies bedeutet eine weitere Steigerung der 
Ausbeute an reparierten RNA-Molekulen, die nahelie- 
gend hoher ist, wenn anstelle einer zweifachen (ubli- 
cher Fall bei der Reparatur eines internen Exons) nur 
eine einfache TransspleiBreaktion zur Erzeugung einer 
intakten RNA notwendig ist. Der TransspleiB erfolgt 
hierbei zu demjenigen Exon der zellularen RNA, wel- 
ches dem letzten Exon innnerhalb des cDNA-Exons 
der Reparatur-RNA folgt. 

Der umgekehrte Fall gilt analog auch fiir einen Gende- 
fekt etwa im zweidetzten codierenden Exon (s. Fig. H); 
hier enthalt das cDNA-Reparaturexon die zusammen- 
gefasste Gen information aus dem vorletzten und letz- 
ten Exon. Upstream dieses cDNA-Exons liegt ein Ou- 
tron, das alle Elemente einer 3' SpleiBstelle enthalt. Der 
singulare TransspleiB findet also in diesem Fall zwi- 
schen dem vor-vorletzten Exon der zellularen RNA 
und dem cDNA-Exon, welches mit dem vorletzten 
Exon beginnt, statt. Aufgrund des nur singularen 
TransspleiBes ist auch hier mit einer Erhohung der 
Ausbeute an intakten reparierten zellularen RNAs im 
Vergleich zu einem ansonsten zweifachen TransspleiB 
zu rechnen. 

Eine Fortfuhrung der Beispiele aus Fig. G oder H ware, 
wenn das cDNA-Reparatur-Exon (fast) die gesamte 
mRNA-Information (und nicht nur einen kleineren Be- 
reich) enthielte. Dieser Fall ist auch prinzipiell fur eine 
RNA-Reparatur denkbar: In einer Ausfiihrungsform A 
enthalt das N-terminale Reparaturexon dann die 
cDNA-Folge aus der mRNA der codierenden Exone 1 
bis N- 1 (vorletztes Exon), der singulare TransspleiB er- 
folgt zum nicht gendefekten letzten Exon N der zellula- 
ren RNA. In einer alternativen Ausfiihrungsform B 
enthalt das C-terminale Reparaturexon dann die 
cDNA-Folge aus der mRNA der codierenden Exone 2 
bis N (letztes Exon), der singulare TransspleiB erfolgt 
zum nicht gendefekten ersten Exon 1 der zellularen 
RNA. Der Vorteil einer nur singularen TransspleiBre- 
aktion wird jedoch durch eine langere erforderliche 
DNA (s. u.) zur Erzeugung dieser langen Reparatur- 
RNA zumindest teilweise kompensiert. 

[0036] Die Vorteile der Verwendung einer TransspleiB- 
Reparatur-RNA unter Ausnutzung der naturlichen zellula- 
ren SpleiBproteine gegenuber dem herkommlichem gen- 
technologischem Ersatz des kompletten Genes sind: 
Bei einer Reparatur wird prinzipiell nur der defekte Teil er- 
setzt, wahrend die nicht defekten Teile erhalten bleiben. 
Eine Reparatur ist also okonomisch giinstiger als ein voll- 
standiger Ersatz, dies gilt nicht nur fur hochwertige techni- 
sche Gerate etc. sondern im medizinischen Bereich prinzi- 
piell auch bei Reparaturen auf Organebene oder zellularer 
Ebene. Wegweisend fur die hier vorgestellte Technologie 
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ist, dass cin defektes Gen nicht mchr kompletl durch ein in 
die Zellen zu schleusendes artifizielles Genprodukt (da u. a. 
auf cDNA-Ebene) ersetzt wird, wie bei der herkommlichen 
somatischen DNA-Gentherapie. Das defekte Gen bleibt 
vielmehr funktionell erhalten und wird nur an seiner defek- 5 
ten Stelle, quasi uber ein mikrochirurgisches Verfahren re- 
paricrt. Dieses Verfahren beinhaltet das Einbringen einer 
DNA mit speziellen Anforderungen (als Erzeugnis), dieeine 
RNA codiert, welche uber einen RNA-TransspleiB das de- 
fekte Gen speziell nur in seinem defekten Exon-Anteil (bzw. 10 
Exonanteilen) auf der Stufe der Gen-Abschrift, also der 
RNA repariert. 

[0037] Aufgrund der weiteren Nutzung des defekten Ge- 
nes bleiben auch dessen regulatorische Sequenzen erhalten, 
die cDNA-Gen-Konstrukte aus einer herkommlichen Gen- 15 
therapie nicht innehaben. Zu erwahnen sind hier vor allem 
die Intronbereiche, welche beim natiirlichen Gen zum einen 
alternative SpleiBmoglichkeiten zulassen, wobei das Ver- 
haltmis der mRNA-SpleiBprodukte untereinander auch wie- 
derum durch regulatorische Sequenzen innerhalb der Intron- 20 
bereiche selber geregelt wird. Diese Intronbereiche des na- 
turlichen Genes sowie andere Bereiche, die oft weit entfemt 
etwa vom Promotor liegen konnen zudem regulatorische Se- 
quenzen besitzen, die eine differenzierte RNA-Expression 
im zellular physiologischem Kontext gestatten, die jedoch 25 
bei cDNA-Gen-Ersatz-Konstrukten fehlen. 
[0038] Neben der Aufrechterhaltung der natiirlichen Gen- 
regulation bei einer Beibelassung des defekten Genes und 
nur einer Reparatur des defekten Genanteiles hat die hier be- 
schriebene Technologie gegeniiber herkommlichen genthe- 30 
rapeutischen DNA- Verfahren noch einen weiteren Vorteil: 
Die DNAs, welche die Reparatur-RNAs mit nur einem Exon 
und zwei endstandigen Outrons codieren, konnen recht 
klein bleiben: ca. 300 bis 500 Nucleotide Lange inklusive 
Polyadenylierungsstelle zuziiglich der GroBe des Promotors 35 
(ca. 300-500 Nucleotide). Diese DNAs, die eine Reparatur- 
RNA codieren, sind damit wesentlich kurzer selbst als eine 
komprimierte cDNA eines Genes (ca. 1,5-2,5 kb Lange), 
was die Moglichkeiten bzw. Effizienzen des Gentransfers in 
die Saugerzellen stark erhbht. Als Beispiele seien genannt 40 
der Gentransfer uber Adenovirus assoziierte Viren (AAV), 
die bevorzugt eher kurze Transgene aufnehmen, sowie auch 
Moglichkeiten des direkten Gentransfers ohne die Zuhilfen- 
ahme viraler Vektoren (z. B. uber elektrische Felder etc.): 
Insbesondere die letzteren Verfahren sind nur effizient bei 45 
kleineren, in die Zellen zu bringenden Parti keln, also bei re- 
lativ kurzen DNAs. 

[0039] Ein prinzipiell anderes Einsatzgebiet von cDNA- 
Exonen (s. o.) aus einer eingebrachten RNA in TransspleiB- 
reaktionen liegt jedoch vor, wenn hieruber nicht eine Genre- 50 
paratur uber ein homologe, intakte RNA durchgefuhrt wer- 
den soli. Das transzuspleiBende Exon kann demnach auch 
Genscquenzen aufweisen, die aus vollig anderen Genen der 
Saugerzelle oder aus Genen von niederen Lebewesen ab- 
stammen oder gar viralen Ursprunges sind. Ein konkreter 55 
Anwendungsfall hierzu ware, dass das nach TransspleiB ent- 
standene Hybrid-mRNA-Produkt, bzw. das hieraus entstan- 
dene Protein, irgendwelche neue Aufgaben in der Zelle 
ubemimmt. Die potentiellen Moglichkeiten des Einsatzes 
der TransspleiBtechnologie zur Schaffung derartiger, nicht 60 
natiirlich vorkommender Hybridproteine, die eventuell zur 
Losung bestimmter Aufgaben dienen konnen, sind noch 
nicht iibersehbar. Als Beispielfall (Anwendungsfall 2 der 
Erfindung) konnen nach einem derartigen RNA-TransspleiB 
funktionelle Proteine codiert werden, die z. B. die Abtotung 65 
spezifisch von Tumorzellen bedingen. 
[0040] Die Abtotung oder Eliminierung spezifisch von 
Tumorzellen und moglichst alien TYimorzeilen, ohne Nor- 
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mal zellen zu sehr zu schadigen, ist cin noch nicht zufrie- 
denstellend gelostes Problem. Eine chirurgische Tumorent- 
fernung gilt nur bei noch nicht ausgebildeten Metastasen als 
moglich erfolgreich. Ansonsten oder bei inoperablen TYimo- 
ren (z. B. Hirntumore) sind zur Zeit nur eine Strahlenthera- 
pie oder eine Chemotherapie gangige Anwendungsverfah- 
ren. Beide Verfahren schadigen auch Normalzellen, bei der 
Chemotherapie werden insbesondere aile schnell-teilenden 
Zellen abgetotet, das sind neben Tumorzellen vor allem 
Blutstammzellen etc., so dass nach einer Hochdosis-Chemo- 
therapie in der Regel eine Spende von Knochenmark mit 
neuen Blutstammzellen usw. erforderlich ist. 
[0041] Erfolgversprechende Altemativen etwa zur Che- 
motherapie sind wiederum gentechnologische Methoden. 
Vom Losungsansatz her gibt es hier drei Prinzipien: A) Be- 
seitigung des tumorauslosenden Gendefektes, B) Ausschal- 
tung von aktiven Onkogenen, C) Selektive Abtotung der T\i- 
morzellen. Zu A) Insbesondere die bei TYimorerkrankungen 
sehr haufigen Gendefekte im p53-Gen werden durch Ein- 
schleusen eines intakten p53-Gens kurativ kompensiert; hier 
ist, wie ublich, das eingebrachte p53-Gen aber wiederum die 
cDNA dieses Genes mit den zuvor beschriebenen Nachtei- 
len einer komprimierten cDNA. Auch bei diesen TVmorur- 
sachen bietet eine gezielte TransspleiB-Reparatur etwa nur 
des gendefekten Exons mittels einer spezifischen Reparatur- 
RNA entsprechende Vorteile (s. v.). Zu B) Bei der Ausschal- 
tung aktiver Onkogene gibt es verschiedene Moglichkeiten, 
wie eine Blockierung der entsprechenden Promotoren oder 
eine Inaktivierung/Eliminierung der gebildeten Onkogen- 
RNAs. Zu C) Der dritte, elirninierende Absatz zielt hinge- 
gen darauf ab, T\imorzellen gezielt abzutbten, ohne Normal- 
zellen dabei in Mitleidenschaft zu Ziehen. Wegen dieser 
Randbedingung ist dieser Ansatz gentechnologisch nur 
schwierig zu Ibsen. Im folgenden Anwendungsfall 2 der 
vorgestellten Erfindung wird eine Problernlosung vorge- 
stellt, welche wiederum auf der Aus nutzung der RNA- 
TransspleiBkapazitat aller Saugerzellen (Normalzellen und 
TYimorzellen) basiert und bei welcher die eingebrachte tran- 
szuspleiBende RNA, wie im Anwendungsfall 1 beschrieben, 
aus einem Outron und einem Exon besteht, wobei das Exon 
wiederum selektiv transgespleiBt wird. 
[0042] TYimorzellen unterscheiden sich von Normalzellen 
dadurch, dass diese bestimmte Proteine ausbilden, die zum 
bosartigen Zellwachstum fiihren. Diese Proteine werden 
demzufolge von bestimmten RNAs in der Zelle codiert, wel- 
che entsprechend nur in TYimorzellen, nicht aber in Normal- 
zellen vorliegen. Als Beispiele seien hier genannt die RNAs 
der Onkogne Ras, Myc usw., sowie z. B. die RNA des al- 
pha-Fetoproteins (AFP) (erhohte Gehalte im Hepatocellula- 
rem Karzinom) oder die RNA des Carcino-embryonischen 
Antigens (CEA) (erhohte Konzentrationen in Lebermetasta- 
sen). 

[0043] Im Nachfolgenden wird ein Verfahren vorgestellt, 
wie diese nur in den Tumorzellen vorkommenden RNAs 
letztlich zum selektiven Zelltod der TYimorzellen fuhren, 
ohne dass die Normalzellen, die jene RNAs nicht ausbilden, 
hierbei geschadigt werden. Das Verfahren beruht im Prinzip 
darauf, in alle Zellen, da eine Selektion zwischen TYimorzel- 
len und Normalzellen nicht moglich ist, eine DNA einzu- 
bringen, die eine RNA eines Proteins codiert, welches direkt 
oder indirekt zum Zelltod fiihrt. Wesentlich ist jedoch, dass 
diese eingebrachten Zelltod-RNAs kunstlich verkiirzt sind, 
aus welchen noch kein funktionsfahiges Zelltodprotein ent- 
stehen kann. Nur wenn also diese unvollstandigen Zelltod- 
RNAs erganzt bzw. verlangert werden, kommt es zum Tod 
der Zelle. Als Mittel zur Erganzung dient hierbei wiederum 
eine tumorspezifische RNA (AFP, CEA etc.), die Erganzung 
selbst erfolgt uber einen RNA-TransspleiBmechanismus un- 
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ter Ausnutzung der ublichen SpleiBproteine etc. der Sauger- 
zelle. Die Selektivitat zur T\imorzellen spezifischen RNA 
wird hierbei, wie zuvor beschrieben, uber entsprechende, 
kiinstlich geschaffene Antisensstrukturen auf der unvoll- 
standigen Zelltod-pre-mRNA erreicht. Die nach Trans- 5 
spleiB-Erganzung erhaltene vollstandige Zelltod-mRNA co- 
dierl dann fur das entsprechende Zelltodprotein, das auf di- 
rektem Wege oder indirektem Wege selektiv zum Tod der 
Tumorzellen fuhrt. 

[0044] Als direkte oder indirekte "Zeiltodproteine" kom- 10 
men hierbei prinzipiell in Frage: a) direkte Tbxine, die zum 
Absterben der Zellen fiihren (z. B. das Diphtherie-Toxin 
etc.), b) Proteine, die einen Zelltod uber einen Apoptose- 
Kaskadenmechanismus auslosen (z. B. Caspase 8) und c) 
Enzyme, die in den Stoffwechsel der Zelle eingreifen, und 15 
bei Vorliegen eines betreffenden Substrates (als "Medika- 
ment" extern zufuhrbar) das spezifische Substrat so verwen- 
dcn, dass dadurch letztlich der Zelltod ausgelost wird. 
[0045] Im letzten obigen Fall kann das Zelltodprotein bei- 
spielsweise das virale Enzym HS V-Thymidin-Kinase (HS V- 20 
TK) sein, welches zunachst untoxisches Ganciclovir (Dia- 
zothymidin), das als "Medikament" zugeflihrt wird, phos- 
phoryliert. Nur HS V-TK, nicht jedoch die normale Thymi- 
dinkinase der Saugerzelle kann Ganciclovir in das aktive 
phosphorylierte Deri vat umsetzen. Das phosphorylidierte 25 
Ganciclovir wird dann bei der Repiikation der Gesamt-DNA 
der Tumorzelle in die replizierte DNA-Kette eingebaut; dort 
fuhrt es jedoch wegen der Diazogruppe zum Kettenabbruch, 
was die Einstellung der DNA-Replikation und damit den 
Zelltod der Tumorzelle bedeutet (s. Fig. M4). 30 
[0046] Die Unvollstandigkeit der Zelltod-pre-mRNA 
kann uber verschiedene Wege erreicht werden, z. B. indem 
diese RNA infolge einer fehlenden Poly-A-Erkennungsre- 
gion nicht polyadenliert werden kann, und deshalb u. a. so- 
fort abgebaut wird bevor es zur Proteinbiosynthese (Transla- 35 
tion) kommt. Die Unvollstandigkeit der Zelltod-pre-mRNA 
beruht in der hier naher ausgefuhrten Form darin, dass diese 
RNA zwar die Codons der Aminosauren 2 bis zur letzten 
Aminosaure des Zelltodproteines tragt, die erste Amino- 
saure (Met) und damit insbesondere der TYanslations-Start- 40 
codon AUG zur Syn these des funktionellen Zelltodproteins 
fehlt jedoch auf dieser RNA. Dieser Startcodon AUG wird 
uber einen spezifischen RNA-TVansspleiB von einer entspre- 
chenden Tumorzellen spezifischen pre-mRNA bezogen. Der 
RNA -Trans spleiB vollzieht sich dabei zwischen einer 3' 45 
SpleiBstelle upstream des Codonstranges ab Aminosaure 2 
des Zelltodproteins auf der unvollstandigen Zelltod-pre- 
mRNA und der 5' SpleiBstelle am Ende des ersten codieren- 
den Exons auf der Tumorzellspezifischen RNA, welches 
den Startcon AUG tragt (s. Fig. K3). 50 
[0047] Die erforderliche Spezifitat zu dieser SpleiBstelle 
auf der Tumorzellen spezifischen-pre-mRNA (z. B. AFP- 
RNA) wird dadurch erreicht, dass die transzuspleiBende 
Zelltod-pre-mRNA in ihrem Outronanteil oberhalb ihrer 3' 
SpleiBstelle (d. h. oberhalb der Poly-U/C-Region bzw. der 55 
B ranch- A-Region) eine Folge von 18 oder mehr Nucleoti- 
den tragt, die in Anitsens spezifisch zur Tumorzellen-pre- 
mRNA (nicht jedoch zu anderen zellularen pre-mRNAs) 
paart. Gunstigerweise liegt die betreffende Antisens-Hybri- 
disierungsregion im Bereich der 3' SpleiBstelle des codie- 60 
renden Exons 2 der Tumorzellpre-mRNA, sodass hierduch 
diese 3' Cis-SpleiBstelle blockiert wird, womit keine mogli- 
che Cis-SpleiBreaktion zwischen Exon 1 und Exon 2 der T\i- 
morzell-pre-mRNA mehr stattfindet, sondern nur die ge- 
wiinschte Trans-SpleiBreaktion zur konkurrierenden 3' 65 
SpleiBstelle auf der ZeUtod-pre-rnRNA (s. Fig. Ml, K3). 
[0048] Nach dem TransspleiB wird dann eine Hybrid- 
mRNA (abstammend aus 2 Gensequenzen) erhalten (s. Fig. 
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K4, M2), Diese enthalt nun das iranslatierbare erste Exon 
aus der TXimorzellen spezifischen pre-mRNA (z.B. der 
AFP-RNA) - und damit den Startcodon AUG zur Protein- 
synthese - sowie das Exon aus der unvollstandigen Zelltod- 
pre-mRNA, welches abgeleitet aus einer cDNA die Codon- 
Sequenzen der Aminosaure Nr. 2 bis zu letzten Aminosaure 
des Zelltodproteins (z. B. des HS V-TK- Proteins) tragt. 
[0049] Die transspleiBbare unvollstandige Zelltod-pre- 
mRNA besteht in ihrer Grundstruktur demnach - wie schon 
zur Beschreibung im Anwendungsfall 1 zur Reparatur-RNA 
prinzipiell ausgefuhrt - aus einem distalen Exon und einem 
vorderen Outron und enthalt folglich nur eine SpleiBstelle in 
Form einer 3' SpleiBstelle. 

[0050] Die wesentlichen Strukturelemente der unvollstan- 
digen Zelltod-pre-mRNA sind hier ein codierendes Exon, 
welches - abgeleitet von einer cDNA - die Aminosaure 2 
bis zur letzten Aminosaure des Zelltodproteins und distal 
davon die Erkennungsregion zur Polyadenylierung der RNA 
enthalt; d. h. die codierende DNA beinhaltet die Folge AA- 
TAAA upstream und eine GT-reiche Sequenz downstream 
(z. B. aus S V 40) der RNA-Polyadenylierungsstelle. Sofern 
hierdurch keine andere Aminosauren codiert werden, kon- 
nen durch Basenaustausch einzelner Nucleotide durch gen- 
technologische Methoden wiederum z. B. A/G-reiche oder 
andere spezielle Regionen im Exon geschaffen werden, die 
uber Bindung von S/R-Proteinen etc. als SpleiBenhancer 
(ESE) dienen (vgl Fig. J). 

[0051] Das proximale Outron enthalt insbesondere eine 
hochaktive 3* SpleiBstelle, die eine Folge von 15-18 U/C- 
Basen unmittelbar upstream des Dinucleotides AG umfasst, 
sowie upstream des Polypryrimidinbasenstretches eine 
starke Branch-A-Region, welche die Nucleotidfolge U- 
(A/G)-C-U-(A/G)-A enthalt. Im Outron, oberhalb der 
Branch-A-Region findet sich zudem eine Folge von - aus 
Grtinden der Selektionsspezifitat (s. v., Anwendungsfall 1) - 
mindestens 18 Nucleotiden, die in Antisens zu einer be- 
stimmten tumorspezifischen pre-mRNA als TransspleiB- 
partner paaren. Durch die Antisenshybridisierung ist insbe- 
sondere eine Blockierung der 3' SpleiBstelle (in deren Poly- 
pyrimidinbasenstretch) vor dem zweiten codierenden Exon 
der tumorzellspezifischen RNA anzustreben. Die Antisens- 
paarung und damit der stabile Kontakt zwischen den beiden 
tranzuspleiBenden RNA-Molekulen erhoht zudem die 
TranssspleiBeffiziens wesentlich. 

[0052] Damit eine hohe zellulare Konzentration der un- 
vollstandigen Zelltod-pre-mRNA und damit eine hohe 
TransspleiBefliziens erreicht wird, soil die die RNA codie- 
rende DNA einen starken Promotor (Fig. Kl), wie z. B. aus 
SV40, tragen. Weiterhin soil diese codierende DNA einen 
starken Replikations-Origin (z. B. auch aus SV40) aufwei- 
sen, damit sich die DNA in den Zellen selbstandig replizie- 
ren kann. 

[0053] Im speziellen Fall des Einsatzes einer unvollstandi- 
gen Zelltod-RNA zum selektiven Abtoten von Tumorzellen 
sollte diese 2^elltod-pre-mRNA im Exon und im Outron je- 
doch uber die obigen Strukturelemente hinaus noch weitere 
Strukturelemente aufweisen, die bestimmte Funktionen er- 
fullen. 

i) Das codierende Exon 1 der tumorzellenspezifischen 
RNA enthalt den benotigten Startcodon AUG sowie in 
der Regel in Folge daran bis zum SpleiBstellenende des 
Exons noch die Codons fur weitere Aminosauren, wie 
dies bcispielhaft in Fig. M angegeben ist; bei der AFP- 
RNA etwa codiert das Exon 1 fur 28 Aminosauren, die 
letzte ist Isoleucin (s. Fig. Ml). Diese Aminosauren- 
folge aus dem Exon 1 einer tumorzellenspezifischen 
RNA ist also Bestandteil der transgespleiBten Hybrid- 
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RNA und damiL auch des Hybrid-Proteins und konnte 
deshalb unter Umstanden die Funktion des ZeUtodpro- 
teins beeintrachugen. Sofern solches durch entspre- 
chende Experimente nachgewiesen wurde, rhiissen ge- 
eignete Losungswege zur Beseitigung dieser storenden 
Aminosauren ergriffen werden. Eine praktikable Mog- 
lichkeit besteht darin, den storenden Peptid- Anteil aus 
dem tumorzeUenspezifischen Protein im Hybridprotein 
nach Synthese des Hybridproteins abzuspalten. Dies 
geschieht dadurch, indem durch einen gentechnologi- 
schen Eingriff auf der unvoUstandigen Zelltod-pre- 
mRNA bzw. der diese RNA codierenden DNA im 
Exonbereich direkt oberhalb der Nucleotidfolge, die ab 
Aminosaure Nr. 2 des ZeUtodproteins codiert, eine 
Folge von ca. 15 bis 45 Nucleotiden eingebaut werden, 
die fur eine Peptidfolge von 5 bis 15 Aminosauren co- 
dieren, welche durch bestimmte zellulare, stets vorhan- 
dene Proteasen gespalten werden konnen (Protease-Er- 
kennungsregion, s. Fig. Kl bis K4). 
Nach Fertigstellung des Hybridproteins wird dieses 
dann durch eine spezifische zellulare Protease in der 
Proteaseerkennungsregion gespalten und es entsteht 
dann das fertige Zelltodprotein, beginnend ab Amino- 
saure 2 (die Aminosaure 1, also ein Methionin fehlt le- 
diglich), welches upstream dieser Aminosaure 2 noch 
einige wenige Aminosauren aus der gespaltenen, 
kiinstlichen Protease-Erkennungsregion tragt, die aber 
die Zelltod-Funktion des ZeUtod-Proteins nicht beein- 
trachtigen (s. Fig. K8, M3). 

ii) Wie oben beschrieben, enthalt die transgespleiBte 
RNA den TVanslationsstartcodon AUG aus dem codie- 
renden Exon 1 der tumorzellspezifischen RNA. Dieser 
Startcodon muss jedoch nun nicht unbedingt nach ei- 
nem RNA-TransspleiB mit dem Leserahmen der Nu- 
cleotide der Aminosauren des ZeUtodproteins uberein- 
stimmen. Sofern dies nicht der Fall ist, muss eine Shift 
des Leserahmens durch ein Einfugen von 1 oder 2 Nu- 
cleotiden ustream des Codons der zweiten Aminosaure 
des ZeUtodproteins und der Proteaserkennungsregion 
erfolgen. Diese 1 oder 2 zusatzlichen Nucleotide bilen 
also eine Frameschift-Region bzw. einen Reading- 
Frame-Linker und liegen direkt upstream der Protease- 
erkennungsregion direkt am vorderen Ende des Exons 
(s. Fig. Kl bis K5). Die 1-2-Basen-Frameshift-Se- 
quenz muss zudem so gewahlt sein, dass in Kombina- 
tion mit den zum Codon uberzahligen 1 oder 2 Nucleo- 
tiden der 5' SpleiBstelle der Tumorzellen-RNA hier- 
durch keine Translationstermination (Folge UAG etc.) 
entsteht; zudem sollte durch das neue Basentriplett eine 
einfache Aminosaure (Gly, Ala) codiert werden (Fig. 
M2). Im angegebenen Beispiel aus der Fig. Ml liegt 
der Startcodon AUG im Exon 1 der AFP-RNA, als Bei- 
piel einer HimorzeUen spezifischen RNA so, dass der 
exonische Anteil der 5' SpleiBstelle nicht mit einem 
kompletten Codon-Triplett abschlieBt. Es bleibt hier 
ein einzelnes Nucleotid (hier ein G) ubrig, welches zur 
Aufrechterhaltung des Leserahmens durch 2 weitere 
Nucleotide (hier CU) im Exonanteil der 3' SpleiBstelle 
der transzuspleiBenden Zelltod-RNA erganzt werden 
muB(s.Fig.Ml,M2). 

iii) Eine letzte wesentiiche Voraussetzung an die un- 
voUstandige Zelltod-pre-mRNA ist, dass diese fiir sich 
alleine, d. h. ohne TransspleiBreaktion zu einer tumor- 
zellspezifischen RNA, nicht fur ein N-terminal ver- 
kiirztes Protein codiert, was dennoch auch noch den 
Zelltod auslosen konnte. Die unvoUstandige Zelltod- 
protein-RNA hat zwar nicht mehr das authentische 
AUG zum Tansiationsstart und zur Synthese der ersten 
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Aminosaure (Methionin) des ZeUtodproteins, jedoch 
mit hoher Wahrscheinlichkeit weitere Codons AUG, 
die dowmstream des Codons AUG fiir die erste Ami- 
nosaure Methionin liegen. Diese nachfolgenden AUG- 
5 Codons auf dieser Zelltod-RNA konnen dann theore- 
lisch ebenfalls als Translationsstart genommen werden. 
Sofern ein AUG-Codon auBerhalb des Readingframes 
des ZeUtodproteins als Translationsstart genommen 
wird, entsteht ein Nonsens-Protein, welches inaktiv ist. 

10 Sofern jedoch ein AUG-Codon downstream des ur- 
prunglichen AUG fiir Met 1 im Leserahmen des ZeU- 
tod-Proteins als TYanslationsstart verwendet wird, ent- 
steht ein N-terminal verkiirztes ZeUtodprotein. Dieses 
konnte unter Umstanden noch voU aktiv sein, sofern 

15 der N-terminal fehlende Aminosauren- Anteil fur die 
ZeUtod-Funktion unerhebUch ist. Dieses ist in prakUni- 
schen ZeUexperimenten entsprechend zu priifen. Bei 
einer Bestatigung dieser Annahme muss die unvoll- 
standige ZeUtod-pre-mRNA dann so geschaffen sein, 

20 dass eine Verwendung des AUG, codierend fur das 
zweite Met (vgl. Fig. L2) als Translationsstart ausge- 
schlossen wird. Dies wird, wie hier in einem Ausfuh- 
rungsbeispiel angegeben, einfach dadurch erreicht, 
dass oberhalb dieses AUG (fur Met 2) ein anderes 

25 AUG eingefugt wird, welches bei der nicht-trans-ge- 
spleiBten pre-mRNA als AUG-Translationsstartcodon 
dient, so dass die Benutzung des AUG fiir das 2. Met- 
hionin als Translationsstart des ZeUtodproteins unmog- 
lich wird. Dieser AUG-Startcodon liegt - bedingt 

30 durch einen gentechnischen Eingriff - im vorderen Ou- 
tran oberhalb der der 3' SpleiBstelle der ZeUtod-pre- 
mRNA (Fig. L2); zudem soUte dieser AUG-Startcodon 
auBerhalb des Leserahmens des AUG fur das 2. Met 
des ZeUtodproteins Uegen. In diesem Fall wird aus der 

35 nicht transgespleiBten Zelltod-pre-mRNA nach dern 
Translationsstart aus diesem vorderen AUG-Startco- 
don ein unschadliches Nonsensprotein gebildet (Fig. 
L9), wodurch eine Benutzung des Translationsstartco- 
dons AUG fiir das 2. Met des ZeUtodproteins ausge- 

40 schlossen wird. Das Terminationssignal (UAG) dieses 
Nonsensproteins liegt im vorderen Exonteil, hinter 
dem AUG-Codon fur das 2. Methionin des ZeUtodpro- 
teins (s. Fig. L2). 

45 [0054] In ZeUkulturversuchen ist auch hier, wie im An- 
wendungsfall 1 bei der Reparatur-RNA beschrieben, dann 
nach Einbringung dieser Zelltod-pre-mRNA zu ubcrprufen, 
mit welcher Effiziens der gewiinschte RNA-TransspleiB 
zwischen der tumorzeUspezifischen RNA und der unvoil- 

50 standigen ZeUtodpre-mRNA ablauft, und ob die gebildete 
Hybrid- mRNA dann letzlich den Tod dieser Tumorzellen 
auslost. Die Menge an gebildeter Hybrid-RNA, und damit 
die Effiziens der TransspleiBreaktion, kann uber eine einfa- 
che cDNA-PCR nachgewiesen werden. Durch Auswahi ent- 

55 sprechender 2 Primer, die zum einem zum Exon 1 der 
morzellen pezifischen-RNA und zum anderen zum Exon der 
unvollstandigen Zelltod-RNA binden, werden in der nach- 
folgenden cDNA-PCR nur entsprechend transgespleiBte 
rnRNAs erfasst (s. Fig. K5 und K6). In weiteren Untersu- 

60 chungen ist zudem zu uberpriifen, dass die unvoUstandige 
ZeUtod- pre- mRNA ausschlieBUch zur 'Himorspezifischen 
RNA, nicht jedoch unerwiinschterweise zu einer anderen 
zellularen RNA transspleiBt (zur Vorgehensweise s. Be- 
schreibung zum Anwendungsfall 1 zur Reparatur-RNA). 

65 Insgesamt gesehen soU also die eingebrachte unvoUstandige 
ZeUtod-pre-mRNA die TumorzeUen selektiv abtoten, ohne 
jedoch die NormalzeUen zu schadigen, was uber entspre- 
chende Zellkuiturexperimente mit TYimorzellen und Nor- 
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matzellen uberpriifl werden kann. 

[0055] Die DNA, welche diese unvollstandige Zelltod- 
pre-m-RNA codiert, die danach liber einen spezifischen 
TransspleiB zu einer Tumorzellen-RNA vervollstandigt 
wird, kann unter Beriicksichtigung der zuvor beschriebenen 5 
Bedingungen folgende Struktur (von 5' nach 3') aufweisen: 

a) Am vorderen DNA-Ende liegt ein starker Replikati- 
onsorigin (z. B. aus SV40). 

b) Es folgt ein starker Promoter mit Enhancer (z. B. 10 
aus SV40) (s. Fig. Kl). 

c) 10-30 Nucleotide hinter dem Promoter liegt eine 
Folge von 18 oder mehr Nucleotiden, die - durch einen 
gentechnologischen Eingriff - zur Tumorzellenspezifi- 
schen pre-mRNA in Antisens exakt zum Poly-Fyimi- 15 
dinbasen-Stretch und dessen Umgebung der 3' SpleiB- 
stelle des zweiten Exons paart, welches dem ersten 
Exon mit dem AUG-Startcodon folgt (s. Fig. K3, M3). 

d) 40-60 Nucleotide hinter dem Promotorende (bzw. 
einige Nucleotide hinter der obigen Antisenspaarungs- 20 
region) liegt ein Codon ATG out-of-frame zum Lese- 
rahmen des Zelltodproteins im nachfolgenden Exon, 
welcher im Falie eines nicht stattfindenden Transsplei- 
Bes ein unschadliches kurzes Nonsensprotein initiiert 
(vgl.Fig.L2). 25 

e) 10-30 Nucleotide hinter dieser Antisensregion liegt 
eine starke Branch- A-Region einer 3' SpieiBstelle mit 
der Sequenz T-A/G-C/T-T-A/G-A-C/T-A/G. 

0 10-30 Nucleotide hinter dieser Branch- A-Region 
liegt ein durchgehender Polypyrmidinbasenstretch 30 
(Poly-T/C) von 15-18 mer Lange gefolgt vom Dinu- 
cleotid A-G der 3' SpieiBstelle (= hinteres Ende des 
vorderen Outrons). 

g) Das folgende Exon beginnt mit einem Reading- 
frame-Linker aus 0, 1 oder 2 Nucleotiden zum Aus- 35 
gleich eines evtl. verschiedenen Leserahmens zwi- 
schen dem nachfolgenden Zelltodprotein in diesem 
Exon und dem Exon 1 aus der transgespleiBten, tumor- 
zellenspezifischen RNA. 

h) Auf diese sehr kurze Region (0-2 nt) folgt eine Re- 40 
gion von 15 bis 45 Nucleotiden, welche fur eine Folge 
yon 5-15 Aminosauren codiert, die durch zellulare 
Proteasen gespalten werden kann. 

i) An diese Proteaseerkennungsregion schlieBt sich 
eine cDNA, codierend fur die Aminosauren 2 bis zur 45 
letzten Arninosaure des Zelltodproteins, gefolgt von ei- 
nem Slopcodon, z. B. TAG, an. 

j) Im Bereich dieser cDNA-Region liegt downstream 
des ATG-Codons fur das 2, Methionin des Zelltodpro- 
teins und out-of-frame zu diesem eine Stopcodon fiir 50 
das gebildete Nonsensprotein, das aus der nicht trans- 
gespleiBten unvollstandigen Zelltodprotein pre-mRNA 
entsteht (vgl. Fig. L2). 

k) 10-50 Nucleotide hinter dem Translationsstopco- 
don (TAG etc.) des Zelltodproteins liegt bedingt durch 55 
einen gentechnischen Eingriff die Polyadenylierungs- 
crkennungsstelle A-A-T-A-A-A gefolgt von einer 
downstream G/T-reichen Region (2. Signal zur Erken- 
nung der Polyadenylierung) (s. Fig. Kl) (z. B. die 
komplette Polyadenylierungstelle aus S V40). 60 

[0056] Wie im Anwendungsfall 1 und 2 beschrieben 
wurde, konnen mit Hilfe extern gewollter RNA-TVans- 
spleiBprozesse uber eine kunstlich geschaffenen RNA, die 
nur aus einem Exon und einem Outron besteht, monogen- 65 
tisch bedingte Krankheiten und Krebs therapiert werden. 
Andererseits ist es aber auch moglich und sogar sehr wahr- 
scheinlich, dass durch in der Zelle von selbst vorkommende, 
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jedoch abberante SpleiBprozesse Erkrankungen oder spe- 
ziell auch Krebs ausgelost werden; diese Prozesse konnen 
sowohi "gewohnliche" Cis-SpleiBprozesse als prinzipiell 
auch Trans-SpleiBprozesse sein. Im dritten, letzten hier vor- 
gestellten Anwendungsfall fungiert diese extern einge- 
brachte transspleiBfahige RNA, bestehend wiederum aus ei- 
nem Exon und einem Outron, nicht als ein therapcutisches 
Mittel sondem als ein diagnostisches Instrument, um derar- 
tige abberante zellulare SpleiBprozesse aufzudecken. 
[0057] Es ist bekannt, dass durch abberante Cis-SpleiB- 
prozesse sehr viele Krankheiten ausgelost werden, wie z. B. 
Cystische Fibrose, Ehelers Danlos Syndrom, Leukodystro- 
phy, Haemophilie A und B, Sichelzellenkrankheit, Phenyl- 
ketonuria Leukodystrophie, Retinoblastomdefekte usw. Bei 
diesen Krankheiten liegt stets eine Mutation in einer authen- 
tischen 5' oder 3' SpieiBstelle vor. Dies fuhrt dazu, dass die 
betreffende authentische SpieiBstelle nicht mehr als 
(Cis)SpleiBpartner benutzt werden kann, und dass andere 
authentische SpleiBstellen oder sogenannte kryptische 
SpleiBstellen auf dem selben pre-mRNA-Molekul statt die- 
ser mutierten SpieiBstelle als SpleiBpartner reagieren. Durch 
diese abberanten SpleiBprozesse kommt es dann zur Bil- 
dung von anderen mRNA-Molekulen, die oft defekte und 
nicht mehr funktionsfahige Proteine codieren, wodurch die 
entsprechende Krankheit ausgelost wird. 
[0058] Es gibt zahlreiche Fallbeispiele, in denen nach Mu- 
tation einer authentischen SpieiBstelle eine ErsatzspleiB- 
stelle auf dem selben RNA-Molekul fur einen gewohnlichen 
intramolekularen Cis-SpleiBprozess nicht mehr zur Verfu- 
gung steht, in diesem Fall kann dann als ErsatzspleiBstelle 
eine (kryptische) SpieiBstelle auf einem anderen! RNA-Mo- 
lekul dienen, sodass nach einem inter- molekularen Trans- 
spleiB eine vollig neuartige Hybrid-RNA entsteht. Ein kon- 
kreter Fall hierzu ware z. B., wenn die upstream 5* SpieiB- 
stelle im ersten Intron einer pre-mRNA mutiert ist, und es 
fiir die downstream liegende, nicht mutierte 3' SpieiBstelle 
keinen kryptischen 5'-SpleiBstellen-Ersatz fiir einen Cis- 
SpleiB auf demselben RNA-Molekul gibt (s. Fig. Nl, pre- 
mRNA A, obere Darstellung). Die zu dieser mutierten 5' 
SpieiBstelle zugehorige downstream 3* SpieiBstelle im er- 
sten Intron kann einen SpleiBprozess in diesem Falle prinzi- 
piell nur dann ausfuhren, wenn diese mit der 5' SpieiBstelle 
auf einem anderen, zweiten pre-mRNA-Molekul uber einen 
TransspleiB interagiert (s. Fig. Nl, N3). 
[0059] Ein umgekehrter Fall ware die Mutation der 3' 
SpieiBstelle im letzten Intron: Die upstream 5' SpieiBstelle 
dieses letzten Introns kann dann praktisch nur noch mil der 
3' SpieiBstelle auf einem anderen RNA-Molekiil als Part- 
nerspleiBstelle interagieren (Fig. Nl, pre-mRNA B, untere 
Darstellung). 

[0060] TransspleiBprozesse konnen aber auch ausgelost 
werden, wenn keine Mutation in einer Cis-SpleiBstelle vor- 
liegt: Alle Exone enthalten neben den authentischen Cis- 
SpleiBstellen sehr oft noch weitere SpleiBstellen (kryptische 
SpleiBstellen), die aber aufgrund ihrer Nucleotidsequenz 
oder aus sterischen Grunden etc. weniger "attraktiv" sind als 
die authentischen Cis-SpleiBstellen und deshalb nicht im 
(Cis)SpleiBprozess genutzt werden. Eine Besonderheit liegt 
nun aber vor, wenn etwa eine solche kryptische 5' SpieiB- 
stelle im letzten Exon oder aber eine solche kryptische 3' 
SpieiBstelle im ersten Exon vorkommt. Diese kann aufgrund 
ihrer terminalen Lage praktisch nicht mit einer anderen 
SpieiBstelle innerhalb des selben RNA-Molekuls uber einen 
gewohnlichen Cis-SpleiB interagieren. Solche kryptische 
SpleiBstellen in terminalen Exons stellen also schon per se 
sehr potente SpleiBstellen ausschlieBlich fur einen Trans- 
spleiB dar. Insbesondere kryptische 5' SpleiBstellen in C- ter- 
minalen Exonen und kryptische 3' SpleiBstellen in N-termi- 
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nalen Exonen werden mil relativ hoher Wahrscheinlichkeit 
iiber einen TVansspleiB interagieren, sofern die beiden zuge- 
horigen pre-mRNA-Molekule in eine bestimmte Entfernung 
zueinander kommen (s. Fig. N2). 

[0061] Als weitere Falle konnen zudem kryptische SpleiB- 5 
stellen in tenninalen Exons mil zum TVansspleiB aktivierten 
Cis-SpleiBstellen aus terminalen Introns durch TVansspleiB 
interagieren (Fig. N3). Die Aktivierung der ehemaligen Gis- 
SpleiBstelle zu einer Trans-SpleiBstelle kann auch dadurch 
erfolgen, dass die naturliche Cis-SpleiBpartnerstelle dieser 10 
SpleiBstelle durch eine Mutation verloren gent (Fig. N3) 
und keine weitere Ersatz-Cis-SpleiBstelle als SpleiBpartner 
zur Verfugung stand. Selbstverstandliche ist auch der umge- 
kehrte Fall moglich, indem z. B. eine kryptische 3' SpleiB- 
stelle in einem N-terminalen Exon mit einer zum Trans- 15 
spleiB aktivierten ehemaligen 5' Cis-SpleiBstelle auf einem 
anderen RNA-Molekiil durch TransspleiB interagiert. Insge- 
samt gibt es also recht viele SpleiBstellen-Kombinations- 
moglichkeiten, die TVans-SpleiBprodukte entstehen lassen. 
[0062] Berucksichtigt man, dass sehr viele RNA-Mole- 20 
kiile transspleiBfahige SpleiBstellen besitzen, z. B. aufgrund 
einer Mutation authentischer SpleiBstellen oder direkt als 
kryptische SpleiBstellen innerhalb der terminalen Exone, 
und dass inter-molekulare RNA-RNA-Verbindungen iiber 
ausgepragte Antisensstrukturen im Zellkern etwa zur Stabi- 25 
lisierung von TransspleiBprozessen kein seltenes Ereignis 
darstellen, so ist anzunehmen, dass verschiedene TVans- 
spleiBprozesse in einem Saugerzellkern mit an Sicherheit 
grenzender Wahrscheinlichkeit vorkommen. Unter Umstan- 
den konnen diese abberanten TransspleiBprozesse dann 30 
auch die Ursache einer Krankheit oder speziell von Krebs 
sein, wie dies durch den Patentanmelder bereits 1995 nach- 
gewiesen und publiziert wurde. Dass abberante SpleiBpro- 
zesse per se Krankheiten auslosen konnen, ist bekannt; iiber 
hundert verschiedene Krankheiten werden durch abberante 35 
Cis-SpleiBprozesses ausgelost, wie eingangs beschrieben 
wurde. 

[0063] Alle bislang beschriebenen, naturlich vorkommen- 
den TransspleiBprozesse der Saugerzelle wurden erst ent- 
schlusselt, nachdem z. B. die mRNA/cDNA-Struktur eines 40 
vom Molekulargewicht her zunachst unerklarlichen Proteins 
des Immunoblots aufgeklart wurde. Eine andere Moglich- 
keit zur Identifikation von TransspleiBprodukten ware die 
direkte Suche auf zellularer RNA-Ebene: Auch hier finden 
sich in spezifischen RNA-Northem-Blots oft GrbBen einer 45 
spezifischen RNA-Spezies, die von der GraBe her zunachst 
unerklarlich sind, und die eventuell auch ein TransspleiB- 
produkt darstellen konnten. Doch auch hier fehlt es an ei- 
nem einfachen Verfahren, welches transgespleiBte RNAs er- 
kennt. Eine sehr empfindliche und spezifische Methode, die 50 
es prinzipiell erlaubt, ein einziges transgespleiBtes RNA- 
Molekiil einer Zelle nachzuweisen, ist die cDNA-PCR. Die 
PCR-Amplifikation und anschlieBende Sequenzanalyse ei- 
ner cDNA setzt aber voraus, dass mindestens zwei ca. 
18 mer lange Bereiche dieser RNA bzw. cDNA bekannt sein 55 
miissen, die als spezifische PGR-Primer-Bindungsstellen 
dienen. Bei transgespleiBten RNAs braucht man also zum 
Nachweis einen Primer, der auf dem ersten cDNA-Hybrid- 
anteil, abstammend von der ersten RNA, und einen zweiten 
Primer, der auf dem zweiten cDNA-Hybridanteil, abstam- 60 
mend von der zweiten RNA, bei der transgespleiBten 
mRNA bindet. Vom Prinzip her kann jede RNA-Spezies mit 
einer anderen RNA-Spezies ein TVansspieiBprodukt bilden. 
Um nur alle moglichen TransspleiBpartner zu nur einer! pre- 
mRNA-Spezies der Zelle iiber cDNA-PCR-Reaktionen zu 65 
uberprufen, waren bei angenommen 25 000 verschiedenen 
pre-mRNA-Spezies mindestens 25 000 verschiedene PGR- 
Reaktionen mit 25 000 + 1 verschiedenen spezifischen Pri- 
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mern nolwendig. Um sytematisch alle moglichen RNA-Spe- 
zies-RNA-Spezies-SpleiB-Kombinationen aufzuspuren, wa- 
ren entsprechend mindestens 24.999 x 24.998 x . . . x 3 x 2 
x 1 PGR-Kombinationen notwendig, was als praktisch 
durchfuhrbar ausgeschlossen ist. 

[0064] Es ermangelt also derzeit, gemaB dem Stand der 
Technik, an einem einfachen und sicheren, routinemaBigen 
Detektionsverfahren fur die Identifizierung von transge- 
spleiBter RNA. 

[0065] Im folgenden dritten Anwendungsfall wird jene in 
die Zellen eingebrachte, transspleiBfahige RNA bestehend 
aus einem Exon und einem Outran dazu benutzt, naturliche 
TransspleiBprodukte der Zelle, die eventuell Krankheiten 
auslosen konnen, zu identifizieren. Der Nachweis dieser zel- 
lularen transgepleiBten RNAs erfolgt hierbei iiber einen 
zweistufigen Mechanismus, wobei im jeder Teilstufe eine 
spezifische cDNA-PGR eingesetzt wird. 
[0066] Der Losungsweg sieht dabei so aus, dass in der er- 
sten Stufe zunachst einmal SpleiBstellen auf den ca. 25 000 
verschiedenen pre-mRNA-Spezies gefunden werden miis- 
sen, die prinzipiell intermolekulare TransspleiBreaktionen 
durchfuhren konnen. Wie zuvor beschreiben, sind sehr gute 
Kandidaten fur TVansspleiBreaktionen hierbei insbesondere 
Gis-SpleiBstellen aus N- oder G-terminalen Introns, deren 
Gis-SpleiBpartner innerhalb dieses Introns durch eine 
SpleiBstellen-Mutation verloren ging, sowie kryptische 
SpleiBstellen in N- oder G-terminalen Exons (vgl. Fig. N). 
[0067] Diese potenten TVans-SpleiBstellen werden da- 
durch bestimmt, dass man diese in einer TVanssplei Break tion 
reagieren lasst. Der TransspleiBpartner ist hierbei jedoch 
nicht eine weitere, unbekannte zellulare RNA, sondern jene 
kunstlich in die Zelle hineingebrachte transspleiBfahige 
RNA, die quasi als eine TransspleiBsonde fungiert. Diese 
RNA-TVansspleiBsonde ist im Prinzip eine kurze RNA von 
150-300 Nukelotiden Lange, welche nur eine einzige 5' 
oder eine einzige 3' SpleiBstelle aufweist, sie besteht also 
aus einem Exon und einem distalen oder proximalen Outran 
(Fig. 01). Diese Sonden-RNA reagiert in ihrer SpleiBstelle 
also mit potentiellen, zum TransspleiB befahigten SpleiB- 
stellen der zellularen pre-mRNA-MolekuTe. Sonden-RNAs 
mit einer 5 r SpleiBstelle dienen zur Detektion transpleiBfahi- 
ger 3* SpleiBstellen auf zellularen pre-mRNAs, solche mit 
einer 3' SpleiBstelle zur Detektion transspleiBfahiger 5' 
SpleiBstellen (s. Fig. 01, links u. rechts). Die nach dem 
TransspleiB entstandene Hybrid- mRNA aus Sonden-RNA 
und zellularer RNA kann sodann prinzipiell mit Hilfe spe- 
zieller Primer, die u. a. zur bekannten Sonden-RNA-Se- 
quenz passen, in eine doppelstrangige (ds) cDNA uberfuhrt, 
PGR-amplifiziert und sequenziert werden (s. Fig. 01, un- 
ten). 

[0068] Sind mit Hilfe dieser beiden RNA-Sonden etwa 
eine potente 5' TransspleiBstelle auf einer natiirlichen RNA- 
Spezies und eine potente 3' TransspleiBstelle auf einer ande- 
ren RNA-Spezies gefunden worden, so muss dann in der 
Stufe 2 abschlieBend nur uberpriift werden, ob diese beiden 
TransspleiBstellen in vivo in der Zelle interagieren, d. h. ob 
diese beiden RNAs zusammen ein neues chimeres Hybrid- 
RNA-MolekuT nach TVansspleiB ausbilden. Der Nachweis 
dieser mRNA erfolgt ebenfalls nach cDNA-PGR-Amplifi- 
kation mit zwei Primern, die selektiv zu den zuvor sequen- 
zierten, transgespleiBten exonischen Teilen der beiden trans- 
spleiBfahigen pre-mRNA-Molekule passen (s. Fig. 02, Pri- 
mer G und D). 

[0069] Die zunachst in Stufe 1 zu analysierenden transge- 
spleiBten mRNAs (Fig. 01) bestehen also zu einem Teil aus 
dem Exon der RNA-Sonde und zum anderen aus exonischen 
Anteilen einer unbekannten zellularen RNA. Die Sequenz 
der RNA-Sonde ist naturlich bekannt, entsprechend lasst 
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sich hierzu analog ciner der beiden Primer fur die cDNA- 
PCR-Amplifikation des TVansspleiBproduktes auswahlen. 
Ein Problem fur die nachfolgende cDNA-PCR bereitet hin- 
gegen die Wahl des Primers, der zum RNA-Anteil passt, 
welcher innerhalb des TVansspleiBproduktes aus der zellula- 5 
ren pre-mRNA abslamml: Die Struktur dieser RNA im vor- 
handenen TransspleiBprodukt ist nicht bekannt, entspre- 
chend lasst sich zunachst kein entsprechender spezifischer 
cDNA-PCR-Primer bestimmen. 

[0070] Die Auswahl eines bestimmten Primers, passend 10 
zu einer sehr speziellen Sequenz einer zellularen pre- 
mRNA, ist zudem im Rahmen des hier beschriebenen Scree- 
ning- Verfahrens nicht hifreich: SchlieBlich sollen durch das 
cDNA-PCR-Verfahren alle Kombinationsmogiichkeiten der 
Sonden-RNA zu mehr als 25 000 verschiedenen zellularen 15 
pre-mRNAs abgedeckt werden. Das im Nachfolgenden vor- 
gestellte erfindungsgemasse Verfahren gestattet eine sichere 
Identifikation aller moglichen TransspleiBpartner bei Ver- 
wendung einer bekannten Sonden-RNA-Sequenz, so dass 
letztlich aus alien transgespleiBten Sonden-RNAs cDNA- 20 
PGR Produkte amplifiziert und - anschlieBend sequenziert 
werden konnen. Die entsprechenden zweiten Primer zur 
PCR-Amplifikation nutzen hierbei die uniformen Enden al- 
ler zellularen mRNAs (Poly-A-Tail am 3' Ende) bzw. eine 
spezielle Oligo-C-Struktur an den vorderen 5' Enden aller 25 
ss-cDNAs, welche durch eine spezifische Transferase- Akti- 
vitat der reversen Transskriptase erzeugt wird, aus. Auf die 
einzelenen Schritte (vgl. auch Fig. Q und R) der cDNA-Syn- 
these, der PCR-Amplifikation und Sequenzanalyse der 
TransspleiBprodukte aus Sonden-RNA und zellularer RNA 30 
wird in einem spateren Teil dieser Beschreibung nochmals 
konkret eingegangen. 

[0071] Die wesentlichen Strukturelemente der Sonden- 
RNA sind hier, wie schon im Anwendungsfall 1 zur Repara- 
tur-RNA beschrieben, ein Exon und daran angeftigt ein dita- 35 
les oder proximales Outron. Das Exon selbst muss hier je- 
doch nicht notwendigerweise eine Peptidfolge codieren, da 
diese transspleiBfahige RNA nicht zu therapeutischen son- 
dem zu diagnostischen Zwecken dient. Analog zum Anwen- 
dungsfall 2 zur unvollstandigen Zelltod-RNA konnte die 40 
Codierung einer bestimmten Peptidsequenz im Exon jedoch 
einige diagnostische Vorteile aufweisen: Etwa im Falle einer 
Sonden-RNA mit einer 3' SpleiBstelle konnte das distale 
Exon die durch ein Terminationssignal (UAG etc.) abge- 
schlossene cDNA-Folge eines iiber spezifische Verfahren 45 
(Immunofloureszens etc.) einfach nachzuweisenden Pro- 
teins enthalten, wobei der Translationstartcodon AUG, co- 
dierend fiir Methionin 1, jedoch, wie zuvor beschrieben, 
wiederum fehlt. Erst wenn dieses AUG iiber einen Trans- 
spleiB von einer anderen, namlich zellularen RNA enthalten 50 
wird, kann ein entsprechendes analytisch nachweisbares 
Protein entstehen; bei In-Situ-Nachweisen konnten dann 
diese Zellen z. B. eine entsprechende Floureszensfarbung 
etc. aufweisen. 

[0072] Die eingebrachte transspleiBfahige Sonden-RNA, 55 
bzw. die jene RNA codierende DNA enthalt im distalen Be- 
reich ferner wiederum eine Erkennungsregion zur Polyaden- 
ylierung der RNA; d. h. die codierende DNA beinhaltet die 
Folge AATAAA upstream und eine GT-reiche Sequenz 
downstream (z. B. aus S V 40) der RNA-Polyadenylierungs- 60 
stelle. Das Exon sollte zudem durch gentechnologische Me- 
thoden wiederum z. B. A/G-reiche oder andere spezielle Re- 
gionen enthalten, die iiber Bindung von S/R-Proteinen etc. 
als SpleiBenhancer (ESE) dienen (vgl. Fig. J). Sofem das 
Exon eine Peptidfolge codieren soli (s. o.), ist darauf zu ach- 65 
ten, dass durch die geschaffenen z. B. A/G-reichen Sequen- 
zen keine anderen Aminosauren codiert werden; im Falle, 
dass das Exon kein bestimmtes Peptid codieren soil, sind an 
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die Varialionsmoglichkciten der Nucleotide im Exon keine 
Grenzen gesetzt. 

[0073] Im Falle einer Sonden-RNA mit einer 3' SpleiB- 
stelle enthalt das proximale Outron wiederum eine hochak- 
tive 3' SpleiBstelle, die eine Folge von 15-18 U/C-Basen un- 
mittelbar upstream des Dinucleotides AG umfasst, sowie 
upstream des Polypryrimidinbasenstretches eine starke 
Branch- A-Region, welche die Nucleotidfolge U-(A/G)-C- 
U-(A/G)-A enthalt (vgl. auch Fig. J). 
[0074] Im Falle einer Sonden-RNA mit einer 5' SpleiB- 
stelle enthalt das distale Outron den intronischen Anteil ei- 
ner hochaktiven 5' SpleiBstelle mit der bevorzugten Nucleo- 
tidfolge G-U-A-G-A-A und der exonische Anteil der 5' 
SpleiBstelle beinhaltet die Basenfolge (A/G)-A-G (vgl. Fig. 
I). Als eine bereits sehr gute, und durch gentechnologische 
Methoden in der Sonden-RNA verwendbare natiirliche 5' 
SpleiBstelle ist die Umgebung um eine kryptische 5* SpleiB- 
stelle mit der 9-mer Basenfolge AAG/GUAGAA im zwei- 
ten Exon des S V40 T- Antigens anzusehen, die upstream zur 
SpleiBstelle u. a. einen 15 mer groBen A/G-Bereich als Exo- 
nischen-SpleiB-Enhancer enthalt. 

[0075] Damit eine hohe zellulare Konzentration der Son- 
den-pre-mRNA und damit eine hohe Zahl von TransspleiB- 
reaktionen zu zellularen RNAs erreicht wird, soil die die 
Sonden-RNA codierende DNA einen starken Prornotor 
(Fig. Kl), wie z. B. aus SV40, tragen. Weiterhin soli diese 
codierende DNA einen starken Replikations-Origin (z. B. 
auch aus SV40) aufweisen, damit sich die DNA in den Zel- 
len selbstandig replizieren kann. Das Einbringen dieser Son- 
den-RNA codierenden DNA in die auf TVansspleiBprodukte 
zu analysierenden, lebenden Zellen erfolgt nach Einbau in 
normale Plasmide - Adenoviren etc. sind nicht notwendig - 
mit Hilfe einer der ublichen Transfektionsmethoden. Pro 
TYansfektionsansatz zur Analyse auf transspleiBfahige zellu- 
lare RNAs wird jeweils nur eine Sonden-RNA mit einer 5' 
SpleiBstelle oder eine solche mit einer 3' SpleiBstelle ver- 
wendet. 

[0076] Wie im Anwendungsfall 1 zur Reparatur-RNA ex- 
plizit beschrieben wurde, kann die TVansspleiBeffizienz zwi- 
schen einer eingebrachten RNA (hier: Sonden-RNA) und ei- 
ner zellularen pre-mRNA prinzipiell noch weiter erhoht 
werden, wenn eine moglichst stabile Antisens-RNA-RNA- 
Briickenbindung erfolgt. Im Unterschied zu einer spezifi- 
schen Reparatur-RNA kann hier jedoch keine willkiirliche, 
zielspezifische Antisensregion auf der Sonden-RNA erzeugt 
werden, da die Struktur des etwaigen TransspleiBpartners 
(Target- RNA = zellulare transspleiBfahige pre-mRNA) 
nicht bekannt ist. Eine sehr spezielle Struktur ware zudem 
auch wenig sinnvoll, da eine etwaige Antisensstruktur auf 
der Sonden-RNA so gewahlt sein sollte, dass diese zu mog- 
lichst vielen bzw. alien zellularen pre-mRNA-Molekiilen, 
die potentielle TransspleiBpartner darstellen, in Antisens 
passt. Bei der Wahl dieser Nucleotid-Folge auf der Sonden- 
RNA, die zu moglichst vielen zellularen pre-mRNA-Mole- 
kiilen passt, gibt es mehrere Moglichkeiten: 

a) Antisens-Region zur zellularen RNA iiber eine 
Oligo-U-Region in der Sonden-RNA: Eine Losung ist 
eine Sonden-RNA mit einer Folge von ca. 12-18 Ura- 
cil-Nucleouden (U) im Outron-Bereich der Sonden- 
RNA (s. Fig. PI, bzw. Fig. Ql oder Rl). Diese U-Ba- 
sen-Folge paart in Antisens intermolekular zur Poly-A- 
Kette der zellularen pre-mRNAs, also auch zu der ge- 
wiinschten TransspleiB-pre-mRNA. AuBerdem werden 
Purinreiche (A/G) Regionen, die haufig auf zeiluaren 
pre-mRNA-Molekulen vorkommen, durch eine U-Ba- 
sen-Folge in Antisens gebunden (auf RNA-Ebene gilt 
die Paarungsmoglichkeit U-A, sowie U-G). Durch 
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diese Antisens-Regionen kann eine stabile Kopplung 
zwischen Sonden-pre-mRNA und zellularer Target- 
pre-mRNA erreicht werden, was die TransspleiBeffi- 
zienz merklich steigert. Ein Nachteil dieses Verfahrens 
ist aber, dass die 12-18 mer U-Region auf der Sonden- 5 
RNA auch intra-molekular zur Poly-A-Region der 
Sonden-RNA selbst paart, wodurch die U-Antisensre- 
gion fur dieser Sonden-RNA fur eine inter-molekulare 
Paarung zur Target-RNA blockiert wiirde. Bei gentt- 
gend hoher Substratkonzentration der Sonden-RNA in 10 
der Zelle werden aber genug Sonden-RNA-Molekule 
mil ihrer Poly-U- Region auch intermolekular zu den 
zellularen Poly-A-Anhangen der zellularen pre- 
mRNAs paaren. Zur Losung dieses Problems soil ein 
aquimolarer Mix aus Sonden-RNAs mit dieser bzw. 15 
ohne dieser entsprechenden Poly-U-Region verwendet 
werden. 

b) Antisens-Region zur zellularen RNA uber eine 
Oligo-G-Region in der Sonden-RNA: Eine Moglich- 
keit ist die Einfugung eines Stretches von 12-15 Gua- 20 
nosin-Nucleotiden (G) in Sonden-RNAs, die insbeson- 
dere eine potente 5-SpleiBstelle (5'ss- Sonden-RNA) 
enthalten. Diese paaren mehr oder weniger intermole- 
kular stringend zu den Poly-(U/C)-Regionen etwa in 
den 3' SpleiSstellen von zellularen Target-pre-mRNAs 25 
(es gilt wiederum die Paarung auf RNA-Ebene: G-C 
sowie G-U). Der Nachteil dieses Verfahrens ist, dass 
hierdurch auch eventuell die Poly-(U/C)-Region der 
potenten 3' TVansspleiBstelle auf der zellularen pre- 
mRNA durch eine Antisensbindung blockiert wird, so 30 
dass kein TransspleiB zur Sonden-RNA stattfindet, wo- 
durch eine etwaige potente TransspleiBstelle auf einer 
zellularen pre-mRNA unentdeckt bleibt. 

c) Keine spezifische Antisensregion auf der Sonden- 
RNA zur intennolekularen Paarung zur Target-pre- 35 
mRNA: Wie dargelegt, erhohen spezifische inter-mole- 
kulare Antisens-Strukturen zwischen zwei RNA- 
TransspleiBpartnern die Effizienz der TransspleiBreak- 
tion erheblich. Eine solche Kopplung iiber Antisens- 
strukturen der beiden pre-mRNA-Molekule ist aber per 40 
se nicht absolut fur eine Assoziation zwischen beiden, 
transzuspleiBenden pre-mRNA-Molekulen notwendig. 
Wie eingangs bei der Vorstellung des Anwendungsfal- 
les 1 zur Reparatur-RNA beschrieben, erfolgtdie Asso- 
ziation der SpleiBstellen im SpleiBprozess auch uber 45 
eine Protein-Protein-Interaktion/AssoziaUon von 
SpleiB-(hilfs)proteinen, die zuvor selektiv an die 5' 
SpleiBstelle sowie selektiv an die 3' SpieiBstelle der 
pre-mRNA gebunden sind. 

So erfolgt im fruhen E-Komplex der SpleiBreaktion 50 
eine Assoziation einer pre-mRNA in ihrer 5' SpleiB- 
stelle zu der 3* SpleiBstelle der selben RNA (= Cis- 
SpleiBreaktion) oder zu einer andern RNA (= Trans- 
spleiBraktion) iiber eine Assoziation zwischen einer- 
seits dem UisnRNP-Proteinkomplex (gebunden zuvor 55 
an der 5' SpleiBstelle) und andererseits dem U2AF-Pro- 
teinkomplex (gebunden zuvor am Poly-U/C-Stretch 
der 3* SpleiBstelle) ggf. unter Vermiulung weiterer SR- 
Proteine (z. B. SC 35, SF2 etc.) (s. Fig. P2, sowie auch 
Fig. Al). Auch in spateren Stufen des SpleiBprozesses 60 
gibt es zahlreiche Assoziationen zwischen verschiede- 
nen SpleiB(hilfs)proteinen, die zuvor an den beiden 
SpleiBstellen der pre-mRNA bebunden sind (s. Fig. 
A2). 

Eine Sonden-RNA, die etwa nur eine potente 3 ' SpleiB- 65 
stelle enthalt (3'ss-Sonden-RNA), wird in der Zelle in 
ihrem Poly-U/C-Anteil der 3' SpleiBstelle mit U2AF- 
Proteinmolekulen verbunden. Die mit dem U2AF-Pro- 
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teinkomplex versehene Sonden-RNA diflfundiert dann 
solange frei im Zellkem, bis das U2AF-Protein etwa 
auf einen U^nRNP-SCSS-Proteinkomplex trifft, der 
zuvor an einer transspleiBfahigen 5' SpleiBstelle einer 
zellularen pre-mRNA gebunden war (s. Fig. P2). Da- 
nach wird eine Protein-Protein-Bindung/Assoziation 
eingegangen, sodass die Sonden-RNA nun in einer re- 
lativ festen Bindung zur eventuell transspleiBfahigen 
Target-pre-mRNA steht. Der umgekehrte Fall gilt sinn- 
gemSB naturlich auch fur eine Sonden-RNA mit einer 
5' SpleiBstelle, an die von der Zelle gebildetes 
UisnRNP gebunden wird, wobei dieser Komplex dann 
solange durch den Zellkern diffundiert, bis er auf einen 
U2AF-Komplex - gebunden an eine transspleiBfahige 
3' SpleiBstelle einer zellularen Target-pre-mRNA - 
stoBt, urn mit dieser RNA iiber jenen U2AF-Komplex 
zu assoziieren. 

[0077] Im Unterschied zu einer Gentherapie iiber einen 
RNA-TransspleiB etwa (Anwendungsfail 1) ist ein hohe spe- 
zifische Rate an TransspleiBreaktionen bedingt durch eine 
stabile Antisens-RNA-RNA-Bindung in diesem Nachweis- 
verfahren im ubrigen auch nicht unbedingt notwendig: Hier 
reicht prinzipiell eine einzige TransspleiBreaktion zwischen 
einem Sonden-RNA- Molekul und einer transspleiBfahigen 
zellularen Target-pre-mRNA, die danach ein einziges trans- 
gespleiBtes mRNA-Molekul erzeugt. Durch die nachfol- 
gende cDNA-PCR wird dieses Molekul dann selektiv Mil- 
lionenfach vervielfaltigt und kann so leicht nachgewiesen 
und sequenziert werden. 

[0078] Die transspleiBfahige Sonden-RNA zur Detektion 
transspleiBfahiger zellularer RNAs ist also einfacher aufge- 
baut als transspleiBfahige therapeutische RNAs, wie etwa 
eine Reparatur-RNA zur mikrochirurgischen Beseitigung 
von Gendefekten oder gar eine unvollstandige Zelltod-RNA 
zum Abtoten von Tumorzellen, da hier eine selektive Anbin- 
dung an die Target-RNA iiber entsprechende RNA-Anti- 
sensstrukturen entfallt. Im Unterschied zu diesen therapeuti- 
schen Anwendungen sollte - wegen des nachfolgenden 
Nachweisverfahrens der transgespleiBten RNAs - die dia- 
gnostische Sonden-RNA jedoch ein wei teres Strukturele- 
ment aufweisen: Eine Restriktionsenzym-Erkennungstelle 
fur ein sehr selten schneidendes Restriktionsenzym im Ou- 
tronanteil der Sonden-RNA. Die Begriindung liegt darin, 
dass, wie nachfolgend beschrieben, in der cDNA-PCR zur 
Amplifikalion der TVansspleiBprodukte auch die unge- 
spleiBte Sonden-RNA mit amplifizieri wird. Da die unge- 
spleiBte Sonden-RNA aber in sehr viel hoherer Konzentra- 
tion als die TransspleiBprodukte aus Sonden-RNA und zel- 
lularer Target-RNA in der Zelle vorliegt, wiirde das PGR- Si- 
gnal aus der ungespleiBten Sonden-RNA das PCR-Signal 
aus den TransspleiBprodukten kompetativ ausloschen, wo- 
durch jene TransspleiB-RNAs nicht mehr in der cDNA-PCR 
nachzuweisen waren. Nach Bildung einer doppelstrangigen 
(ds) cDNA muss also vor Start der PCR-Reaktion die ds- 
cDNA aus der ungepleiBten Sonden-RNA zum Beispiel 
iiber einen Rcstriktionsenzyinverdau selektiv abgebaut wer- 
den, ohne dass aber die ds-cDNA der TVansspleiBprodukte 
von diesem Abbau betroffen ist. Dies ist moglich, indem die 
Restriktionsstelle zum enzymatischen Abbau der ds-cDNA 
in den Outron-Teil der Sonden-RNA gelegt wird; die ds- 
cDNA-TransspleiBprodukte aus der Sonden-RNA haben 
diesen Outron-Anteil der Sonden-RNA eben nicht mehr, 
und werden deshalb durch das Restriktionsenzym nicht ab- 
gebaut. 

[0079] Bei der Wahl der Restriktionsschnittstelle muss zu- 
dem eine sog. seltene Restriktionsschnittstelle genommen 
werden (Rare-Cutter). Der Grund liegt darin, dass der Anteil 
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aus der unbckannlcn zellularen T^rget-RNA im TransspleiB- 
produkt diese Restriktionserkennungstelle nicht haben 
sollte, denn ansonsten wurde das TransspleiBprodukt eben- 
falls enzymatisch abgebaut und konnte in der nachfolgenden 
PCR dann nicht nachgewiesen werden. Als sog. seltene Re- 5 
striktionsschnittstellen gelten Basenfolgen von 8 mer (oder 
langer). Bei eincm 8 mer ist die Wahrscheinlichkeit (W), 
dass diese Sequenz an einer bestimmten Stelle in einer DNA 
auflritt = W = 1 zu 4 8 = 1 zu 65.536. Unterstellt man eine 
Nucleotidfolge von angenommen 400 Basen, abstammend 10 
aus der unbekannten zellularen T^rget-RNA innerhalb des 
TransspleiBproduktes, so ist die Wahrscheinlichkeit, dass 
eine solche 8-mer Erkennungstelie innerhalb der 400 Basen 
hier vorliegt = W = 1 zu 65.536/400 = 1 zu 164, was zu ver- 
nachlassigen ist; bei einer 10 mer Erkennungssequenz ist W 15 
sogar nur 1 zu 2624. 

[0080] Nachdem die eingebrachte codierende DNA u, a. 
aufgrund eines starken Promoters Hunderttausende von 
Sonden-RNA-Molekulen pro Zelle gebildet hat, paaren im 
Falle einer 5'ss-RNA-Sonde einige davon sodann zu einer 20 
potenten 3* TransspleiBstelle auf der unbekannten zellularen 
Targetpre-mRNA (s. Fig. Ql). Im Falle einer 3'ss-Sonden- 
RNA kann sich eine entsprechende Paarung zu einer poten- 
ten 5' TransspleiBstelle auf der unbekannten zellularen pre- 
mRNA ausbilden (s. Fig. Rl). Die Verbindung der beiden 25 
RNA-Molekiile kann dabei durch Antisensbereiche zwi- 
schen der Poly-U-Kette im Outron-Bereich der Sonden- 
RNA und dem Poly-A-Tail der TransspleiBfahigen pre- 
mRNA unterstutzt werden (s. Fig. PI bzw. Ql sowie Rl); 
eine solche Antisens-Nucleotid-Struktur ist jedoch fur einen 30 
TransspleiBprozess nicht absolut notwendig (s. v.). 
[0081] Im Falle der Verwendung einer 5'ss-Sonden-RNA 
enthalt das entstandene TransspleiBprodukt im N-terminalen 
Anteil das Exon der Sonden-RNA mit einer von der Zelle 
gebildeten cap-Sequenz und im groBeren C-terminalen Be- 35 
reich Exonische Anteile der unbekannten TransspleiB-RNA. 
Im Falle, dass die TransspleiBstelle der zellularen RNA etwa 
eine kryptische 3' Spleifistelie im letzten! Exon dieser RNA 
ist, enthalt das TYansspleiBprodukt die RNA-Folge downst- 
ream dieser kryptischen SpleiBstelle, die einen einen Poly- 40 
A-Teil tragt. Im Falle dass eine kryptische oder gar authen- 
tische 3' SpleiBstelle in einem vorderen! Exon der zellularen 
RNA benutzt wird, enthalt das TransspleiBprodukt die ge- 
samte mRNA-Folge jener RNA downstream dieser 3' 
SpleiBstelle ebenfalls unter EinschluB eines terminalen 45 
Poly-A-Tails (s. 

[0082] Fig. Q2). Im Falle der Verwendung einer 3'ss-Son- 
den-RNA enthalt das entstandene TVansspleiBprodukt im 
groBeren N-terminalen Bereich entsprechend die Exoni- 
schen Anteile upstream der 5' TransspleiBstelle aus der un- 50 
bekannten transgespleiBten zellularen RNA mit einer cap- 
Sequenz und im C-terminalen Anteil das Exon aus der Son- 
den-RNA mit einem Poly-A-Tail (s. Abb R2). 
[0083] Wie eingangs bereits erwahnt wurde, kann der 
Nachweis der transgespleiBten RNAs bestehend aus einem 55 
zellularem RNA- Anteil und dem Exonanteil der Sonden- 
RNA aus Griinden der Selektivitat und der Empfindlichkeit 
praktisch nur iiber eine cDNA-PCR erfolgen. Der erste der 
beiden PCR-Primer ist einfach zu bestimmen, er ist analog 
einer Nucleotid-Folge im Exon der Sonden-RNA. Damit 60 
alle moglichen zellularen RNAs in dieser cDNA-PCR er- 
fasst werden, muss der zweite PCR-Primer, der hier bindet, 
hicrfur uni versell geschaffen sein. Der entsprechende zweite 
Primer zur PCR- Amplification nutzt hierbei die uniformen 
Enden aller zellularen mRNAs (Poly-A-Tail am 3' Ende) 65 
bzw. eine spezielle Oligo-C-Struktur an den vorderen 5' En- 
den aller ss-cDNAs, welche durch eine spezifische Transfe- 
rase-Aktivitat der reversen Transskriptase erzeugt wird, aus. 



Im ersteren Falle wird prinzipiell ein Primer gewahlt, der 
eine Folge von ca. 15-18 Thymidinbasen (T) enthalt, wel- 
che zu den Poly-A-Enden aller mRNAs paaren; auf diese 
Oligo-T-Folge schlieBt sich in 5* Richtung eine willkurliche 
Folge von 18 oder mehr Nucleotiden an. Im zweiten Fall 
wird ein Primer verwendet, der einige Guanosinbasen (G) 
enthalt, auf diese Oligo-G-Folge schlieBt sich in 5' Richtung 
eine andere willkiirliche Folge von 18 oder mehr Nucleoti- 
den an. 

[0084] In den nachfolgenden Abschnitten ist ein entspre- 
chendes, getestetes Verfahren beschrieben, welches eine si- 
chere Identification aller moglichen TransspleiBpartner bei 
Verwendung einer bekannten Sonden-RNA- Sequenz gestat- 
tet, so dass letztlich aus alien transgespleiBten Sonden- 
RNAs cDNA-PCR Produkte amplifiziert und anschlieBend 
sequenziert werden konnen. 

[0085] Die DNA, welche die Sonden-RNAs codiert, wird 
nach Einbau in geeignete Plasrnide oder durch andere geeig- 
nete Verfahren in die zu untersuchenden Saugerzellen (z. B. 
Tumorzellen mit unbekannter Ursache der lumorentwick- 
lung etc.) eingebracht. 

[0086] Es werden hierbei prinzipiell zwei DNA-TVansfek- 
tionsansatze durchgefuhrt. Ansatz 1 besteht aus einer DNA, 
welche Sonden-RNAs mit einer 5'-TYansspleiBsteile codie- 
ren; hierbei wird eine aquimolarer Transfektionsansatz an 
entsprechenden DNAs, welche eine Nucleotidfolge Ti 5 bis 
Tig aufweisen (DNA-iyp A) bzw. nicht aufweisen (DNA- 
Typ B) eingesetzt. Ansatz 2 besteht aus einer DNA, welche 
Sonden-RNAs mit einer 3-TransspleiBstelle codieren; hier- 
bei wird ebenfalls ein aquimolarer Transfekdonsansatz an 
entsprechenden DNAs, welche eine Nucleotidfolge T15 bis 
Tig aufweisen (DNA-TVp A) bzw. nicht aufweisen (DNA- 
Typ B) eingesetzt. 24 Stunden bis mehrere Tage nach der 
DNA-TYansfektion wird die Gesamt-RNA der Zellen iso- 
liert, hitzedenaturiert, und dann zunachsl in eine ss-cDNA 
uberfuhrt. 

[0087] Die Synthese des ersten cDNA-Stranges (ss 
cDNA) aus der (transgespleiBten) mRNA erfolgt stets mit- 
tels einer Reversen Transskription mit einer effektiven, 
RNAse-Aktivitat-freien, reversen TVanskriptase sowie mit 
einem Oligo-Startprimer Tl 8, der am Poly-A-Tail der trans- 
gespleiBten mRNA und aller ubrigen zellularen RNA-Mole- 
kiile mit Poly-A-Ende bindet (s. Fig. Q3, Fig. R3). 
[0088] Im Falle, dass eine RNA-Sonde mit einer 5' SpleiB- 
stelle im analytischen Ansatz verwendet wurde, sollte der 
Oligo-T-Startprimer T15 an seinem vorderen 5' Ende noch 
eine Folge von 18 oder mehr anderen, abwechselnden Nu- 
cleotiden aufweisen, die als spatere Erkennungssequenz fur 
den zweiten Primer in der PCR dienen (Gesamt-Primerlange 
also 33 oder mehr Nucleotide) (s. Fig. Q3, Beispielfall: 5- 
AACCGGCCAACCGGCCAA-T l5 -3). Die Folge dieser 18 
oder mehr Nucleotide ist nach entsprechenden Bioinforma- 
tikprogrammen so zu wahlen, dass kein Selbstannealing etc. 
auftritt. Unter Umstanden sind in den 18 mer enthaltene Re- 
striktionsschnittstellen (z. B. Eco Rl, Bam III etc.) fur wei- 
tere Arbeiten (z. B, zur Klonierung) hifreich; ebenso kann 
eine langere Nucleotidfolge als 18 mer sinnvoll sein (z. B. 
36-40 mer), um eine sog. Nested-PCR (d. h. in einer 2pha- 
sigen PCR binden hier zwei unterschiedliche 18-20 mer 
Primer) zur besseren Selektion zu ermoglichen (s. sp.). 
[0089] Die Synthese des zweiten Stranges der cDNA (ds- 
cDNA) aus der transgespleiBten mRNA ist abhangig davon, 
welche Art von RNA-Sonde (entweder mit einer 5' oder 3' 
SpleiBstelle) verwendet wurde: 

a) Im Falle einer unbekannten transgespleiBten RNA, 
welche den Exonanteil einer RNA-Sonde mit einer 5' 
SpleiBstelle enthalt, startet die Synthese des zweiten 
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cDNA-Stranges in der urspriingiichen Region des 
Exons der Sonden RNA. Die Synthese beginnt also 
einfach mil einem Primer, der einer 18 mer Basenfolge 
des Exons der Sonden-RNA entspricht (Fig. Q4, Bei- 
spielfall: 5-AGAAGAAGGGAAGAAGAA-3'), Die 5 
Synthese dieses 2. Stranges aus der ss-cDNA erfolgt 
hierbei z. B. durch eine enzyklische PGR-Reaktion 
oder andere Verfahren (s. Fig. Q4). 
b) Im Falle einer unbekannten transgespleiBten RNA, 
welche den Exonanteil einer RNA- Sonde mit einer 3' 10 
SpleiBstelle enthalt, ist die Synthese des zweiten 
cDNA-Stranges hingegen deutlich komplizierter, da 
der zur Synthese erforderliche Primer quasi im Exon- 
teil aus der unbekannten TransspieiB-RNA binden 
muss. Hierzu ist eine spezifische Primersequenz jedoch 15 
nicht bestimmbar; zudem sollte ein Verfahren mit ei- 
nem Primer gewahlt werden, welches zu alien mogli- 
chen ss-cDNA-TransspleiBprodukten passt (s. o.). 
Es kann hier z. B. der Umstand genutzt werden, dass 
die reverse Transkriptase nach Erreichung der cap- 20 
Stelle auf der (transgespleiBten) mRNA an die ein- 
strangige cDNA in einer terminalen Iransferasefunk- 
tion noch bevorzugt mehrere Cytosine zu einer C-Kette 
anhangt (s. Fig. R3). Diese Reaktion kann zudem durch 
einen ttberschuss an Cytosinen im Substrat im Ver- 25 
gleich zu den anderen drei Substrat-Nucleotiden noch 
intensiviert werden. Dieser N-terminale Cytosinstretch 
der ss cDNA dient dann als Bindungstelle fur einen 
speziellen Primer (cap- Primer), der in seinem downst- 
ream-Bereich eine Sequenz von ca. 6-8 Guanosin (G) 30 
enthalt, die zu den Cytosinen paaren (s. Fig. R4a). Die 
Cap-Primerzugabe erfolgt ca. 30-45 min. nach Beginn 
der ss-cDNA-Synthese bei einer abgesenkten Tempe- 
ratur auf ca. 30°C. Dieser spezielle Primer (s. Beispiel- 
fall: 5 , -GGTTGGAAGGTTGGAAGGGGGG-3 , ) fun- 35 
giert dann in seiner 18 mer (oder langeren) upstream- 
Sequenz oberhalb der G-Nucleotide als Vorlage (Tem- 
plate) zur weiteren Auffiillung mit entsprechenden Nu- 
cleotide^ die zu dieser Primersequenz paaren (s. Fig. 
R4a, b). * 40 

Diese Auftullung wird hierbei durch die reverse Tran- 
skriptase oder ein andere geeignete, zugesetzte DNA- 
Polymerase (bei ebenfalls ca. 30-32°G) vorgenommen. 
Nach einer Hitzdenaturierung zur Ablosung dieses Pri- 
mers von des ss-cDNA erfolgt dann die eigentliche 2.- 45 
Strang-Synthese mittels einer einzyklischen PGR unter 
Zuhilfenahme eines Primers, der wie der obige cap-Pri- 
mer aufgebaut ist, jedoch ggf. den distalen G-Stretch 
nicht enthalt (s. Fig. R4c, Beispielfall: Primer 5'- 
GGTTGGAAGGTTGGAAG-3'). Es kann auch hier 50 
sinnvoll sein, den Bereich oberhalb der Oligo-G-Se- 
quenz nicht nur 18-20 mer (s. Fig. R3) sondem z. B. 
36-40 mer lang zu machen, um eine sog. Nested-PCR 
zur besseren Selektion zu ermoglichen (s. o., s. sp.). 
Zur Klonierung etc. konnen auch hier wiederum spezi- 55 
fische Restriktionsschnittstellen (Eco RI, Bam HI etc.) 
innerhalb dieser Primcr-Sequenz hilfreich sein. 

[0090] Aus der gebildeten ds-cDNA konnte dann sogleich 
eine PCR-Amplifikation erfolgen. Wie eingangs beschrie- 60 
ben wurde, enthalt der analytische Ansatz aus dem Zellen- 
extrakt neben der ds-cDNA aus den verschiedenen RNA- 
TransspleiBprodukten aber auch noch in sehr viel hoherer 
Konzentration ds-cDNA aus der noch ungespleiBten Son- 
den-RNA. Letztere ds-cDNA-Fraktion wiirde also in einer 65 
nachfoigenden PGR bevorzugt amplifiziert werden, wo- 
durch die ds-cDNAs aus den RNA-TransspleiB-Produkten 
keine gelanalytisch nachweisbaren PCR-Produkte erbrin- 



gen. Die ds-cDNA aus der ungespleiBten Sonden-RNA rnuB 
also vor der PGR-Amplifikation spezifisch, etwa iiber einen 
Restriktionsverdau, beseitigt (gespalten) werden. Im kon- 
kreten Beispielfall wird der Analyseansatz unter geeigneten 
Bedingungen mit dem selten spaltenden Restriktionsenzym 
Swa I versetzt, welches die ds-cDNA aus der ungespleiBten 
Sonden-RNA in dessen Outron-Anteil in der 8- mer Erken- 
nungsfolge ATTT/AAAT spezifisch spaltet (s. Fig. Q, Stu- 
fen 5-6 untere Darstellung), so dass eine nachfolgende PGR 
keine Amplification mehr liefert (s. Fig. Q, Stufe 7 unten). 
Die ds-cDNA aus der transgespleiBten RNA, welche sehr 
wahrscheinlich diese seltene Restriktionsschniltstelle nicht 
enthalt (s. Struktur dieser: "kein ATTTAAAT", s. z. B. Fig. 
Q Stufe 5, obere Darstellung) wird jedoch durch die enzy- 
matische Behandlung sehr wahrscheinlich nicht gespalten 
und bleibt intakt (s. Abb Q, Stufe 6 oben) und kann anschlie- 
Bend mit zwei spezifischen Primern PGR-amplifiziert und 
nachgewiesen werden (s. Fig. Q, Stufe 7 oben). 
[0091] Alternativ zu der obigen Methode ist es auch mog- 
lich, die ds-cDNA zunachst begrenzt nach dem untenstehen- 
den Protokoll zu amplifizieren (ca. 5-15 PGR-Gyklen), so- 
dann einen vollstandigen Verdau z. B. mit Swa I durchzu- 
fuhren, und danach eine weitere komplette PGR (30-35 
PGR-Gyclen) mit den gleichen oder (besser) anderen geeig- 
neten Primern zu vollziehen. 

[0092] Nach abgeschlossener Inkubation mit dem Restrik- 
tionsenzym erfolgt dann unter geeigneten Bedingung eine 
polyzykhsche (ca. 35fache) PGR. 

[0093] Im Falle der Ansatze mit einer Sonden-RNA mit 
einer 5' TransspleiBstelle sind die beiden verwendeten Pri- 
mer hierzu zum einen: 1) Ein erster Primer, der im Exonteil 
aus der Sonden-RNA bindet, und der identisch ist mit dem 
Primer zur Synthese des zweiten Stranges der ds-cDNA (s. 
wiUkiirl. Beispielfall: 5'-AGAAGAAGGGAAGAAGAA-3", 
s. Fig. Q4, Q7) oder aber ein Primer, der downstream jenes 
ds-cDNA-Primers zum Sonden-RNA-Exon bindet. Sofern 
eine sog. Nested PGR durchgefuhrt werden soil (nicht auf- 
gefuhrt in Fig. Q), muss der PGR-Primer der zweiten PGR 
entsprechend downstream des Primers der ersten PGR im 
Exon der Sonden-RNA binden. 2) Der zweite Primer ist 
analog der terminalen (5') Folge der 18-21 N-Nucleotide 
des Primers, welcher den distalen Oligo-T-Anteil enthalt, 
und welcher zur ss-cDNA-Synthese eingesetzt wurde (s. 
Fig. Q7, Beispielfall: 5-AAGGTTGGAAGGGGGGAA-3). 
Sofem bei der ss-cDNA-Synthese eine ca. 40-mer-Folge an- 
telle einer 18-21-mer-Folge upstream des distalen Oligo-T- 
Anteiles eingesetzt wurde, kann eine Nested PGR durchge- 
fuhrt werden, wobei der 18-21-mer Primer der ersten PGR 
der 5'-terminalen Folge und der 18-21-mer-Primer der 
zweiten PGR der 3'-terminalen Folge jener oben genannten 
40-mer-Folge entspricht. 

[0094] Im Falle der Ansatze mit einer Sonden-RNA mit 
einer 3* TransspleiBstelle sind die verwendeten Primer 
hierzu zum einen: 1) Ein erster Primer, welcher zur 2.- 
Strang-Synthese der ds-cDNA eingesetzt wurde (verkurzter 
Gap-Primer) (s. Fig. R7, Beispielfall: 5- 
GGTTGGAAGGTTGGAAG-3'). Sofern ein Gap-Primer 
mit einer entsprechenden uberhangenden Folge von 36-40 
Nucleotiden eingesetzt wurde, kann hier anschlieBend eine 
sog. Nested PGR durchgefuhrt, wobei der 18-21 mer Primer 
der ersten Nested PGR zum S'-terminalen Anteil der 
36-40 mer Folge und der 18-21 mer Primer der zweiten Ne- 
sted PGR zum 3'-terminalen Anteil dieser Folge von 36-40 
Nucleotiden paart. 2) Der zweite PGR-Primer ist analog ei- 
ner bekannten Sequenz von 18-24 mer im exonischen An- 
teil der Sonden-RNA, bzw. der diese RNA codierenden 
DNA (s. Fig. R7, Beispielfall: 5- 
CTTGTTGTTGGGTTCTTGT-3') . Im Falle einer durchzu- 
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fuhrenden Nested PGR ist der Gegenprimer dieser zweiten 
Nested PGR dann ein 18-21 mer Primer, der ebenfalls ana- 
log zu einer entspr. exonischen Sequenz der Sonden-RNA 
ist, der jedoch downstream des Primers der ersten Nested 
PGR zum Exon paart. 5 
[0095] Die aus der cDNA-PGR entstanden untcrschiedli- 
chen PGR-DNA-Produkte, die aus entsprechenden, ver- 
schiedenen zur RNA-Sonde hin transgespleiBten zellularen 
RNAs abstammen, werden anschlieBend uber geeignete 
Verfahren zunachst selektioniert (kloniert). Die Selektionie- 10 
rung der unterschiedlichen PGR-Produkte kann im einfach- 
sten Fall durch das Herausschneiden der einzelnen PGR- 
DNA-Fragmente aus dem analytischen Gel geschehen; gun- 
stiger ist aber eine Klonierung aller entstandenen PGR-Pro- 
dukte in geeignete Plasmide und eine nachfolgende Sequen- 15 
zierung der aus der PGR hineinklonierten PGR-DNA aus 
dem TransspleiBprodukt. Die klonierten bzw. selektionier- 
ten cDNA-PGR-Produkte werden dann mit einem der bei- 
den Primer aus der obigen PGR nach standardisierten Ver- 
fahren sequenziert (s. Fig. Q8, Fig. R8). 20 
[0096] Das sequenzierte PGR-Produkt enthalt dann neben 
einer bekannten Sequenzfolge aus dem exonischen Anteil 
der Sonden-RNA noch den transgespleiBten exonischen Teil 
aus der unbekannten zellularen Target-RNA. 
[0097] Im Falle, dass eine 3' SpleiBstelle auf einer zellula- 25 
ren Target-RNA mit einer 5' SpleiBstelle der Sonden-RNA 
interagierte, liegt der unbekannte Anteil aus der Target- 
RNA im hinteren sequenzierten Abschnitt des PGR-Produk- 
tes und beginnl mit dem Exon-Anfang der 3' SpleiBstelle 
(unbekannte Sequenz) und endet nach 10-1000 Nucleotiden 30 
(Fig. Q8) mit der Folge A 15 und der reversen Folge des 
mind. 18 mer langen Anhanges zum T^-Primer bei der 
Erststrang-cDNA-Synthese (Fig. Q5, Q6). Im Falle, dass 
eine 5' SpleiBstelle auf einer zellularen Target-RNA mit ei- 
ner 3' SpleiBstelle einer Sonden-RNA interagierte, liegt der 35 
unbekannte Anteil aus der Target-RNA im vorderen sequen- 
zierten Abschnitt des PGR-Produktes und beginnt nach der 
Sequenz des terminalen cap-Primers. Nach 10-1000 Nu- 
cleou'den aus der unbekannten zellularen RNA folgt dann 
die 3-Basenfolge aus dem Exonanteil der 5* SpleiBstelle die- 40 
ser Target-RNA (z. B. die Folge GAG, s. Fig. R), gefolgt 
von der exonischen Sequenz der Sonden-RNA bis zur Bin- 
dungstelle des Primers aus der vorherigen cDNA-PGR. 
[0098] Nach Sequenzermittlung der exonischen Anteile 
der zur RNA-Sonde hin transgespleiBten zellularen RNAs 45 
(vgl. Fig. 01, unterer Teil) ist der erste, aufwendigere Teil 
des Nachweises zellularer natiirlicher RNA-TVansspleiBpro- 
dukte abgeschlossen. Es muss dann im zweiten Teil ab- 
schlieBend uberpruft werden, ob die entsprechenden per se 
transspleiBfahigen zellularen RNAs in vivo in der Zelle zu 50 
daraus moglicherweise resultierenden RNA-TransspleiB- 
Produkten (Hybrid-RNAs) interagieren (s. Fig. 02, bzw. 
SI). 

[0099] Konkret ist also nur noch zu untersuchen, ob diese 
prinzipiell zu einem TransspleiB befahigten 5* SpleiBstellen 55 
und 3' SpleiBstellen auf den verschiedenen zellularen pre- 
mRNA-Spezies auch in vivo in der lebenden Zelle interagie- 
ren, um danach eine transgespleiBte Hybrid-mRNA entste- 
hen zu lassen, die also von 2 Genorten abstammt, und die 
unter Umstanden pathogene/maligne Proteine codiert (Fig. 60 
02, SI). Dies geschieht wiederum in einer cDNA-PGR aus 
der Gesamt-RNA der Zellen, wobei die beiden PGR-Primer 
in ihrer 18-24 mer Sequenz zum einem (= Primer G in Fig. 
02) zu einer beliebigen, zuvor sequenzierten exonischen Se- 
quenz A (s. Fig. SI) des moglichen TransspleiBpartners A 65 
mit einer potenten 5' SpleiBstelle, und zum anderen (= Pri- 
mer D in Fig. 02) zu einer beliebigen, zuvor sequenzierten 
(s. Fig. SI) exonischen Sequenz B des moglichen Trans- 
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spleiBpartners B mit einer potenten 3* SpleiBstelle analog 
sind. Im Falle, dass mit diesen beiden PGR-Primern ein 
PGR-Produkt entsteht, ist stringend anzunehmen, dass die- 
ses PGR-Produkt aus einer entsprechend transgespleiBten 
zellularen Hybrid-mRNA abstammt. Durch eine abschlie- 
Bende Sequenzierung des PGR-Produktes (Fig. S5) ist der 
zellulare TransspleiB entsprechend zu bestatigen. Sofern mit 
der Sonden-RNA mit der 5' SpleiBstelle X-viele, verse hie- 
dene potente 5' TransspleiBstellen bzw. zugehorige RNAs 
als diesbeziigliche cDNA-PGR-Produkte, und mit der Son- 
den-RNA mit der 3' SpleiBstelle Y-viele, verschiedene po- 
tente 3' TransspleiBstellen bzw. zugehorige RNAs als dies- 
beziigliche cDNA- PGR-Produkte identifiziert wurden, sind 
dann im abschlieBenden Uberpriifungsverfahren alle mogli- 
chen Kombinationen von potenten TransspleiBstellen auf 
den verschiedenen zellularen pre-mRNAs zu beriicksichti- 
gen; es sind also X mal Y verschiedene PGR-Reaktionen mit 
den entsprechenden, verschiedenen Primerkombinationen 
durchzuftihren. 

[0100] Im Falle von nachgewiesenen, natiirlichen zellula- 
ren RNA-TransspleiBprodukten ist sodann die daraus abge- 
leitete Proteinsequenz zu bestimmen. Uber Immunoblots 
kann dann uberpruft werden, ob und in welchem MaBe das 
aus dem TransspleiBprodukt hypothetisch hergestellte Hy- 
brid-Protein in vivo auch tatsachlich exprimiert wird. Im 
letzten Schritt ist dann noch eine mogtiche Pathogenitat des 
Hybridproteins zu untersuchen. Hierzu wird im einfachsten 
Fall etwa eine ds-cDNA, welche die bereits transgespleiBte 
rnRNA codiert, in gesunde Zellen eingebracht. Aus dieser 
ds-cDNA bildet die Zelle dann die entsprechende rnRNA 
mit dem zugehorigen Hybrid- Protein, das dann evtl, patho- 
logische Prozesse bzw. eine Tumor-Transformation in der 
Zelle auslost, sofern es sich um eine maligne wirkendes Pro- 
tein handelt. 

[0101] Die Erfindung bctrifFt im dritten beschriebenen 
Anwendungsfall also eine eingebrachte trans spleiBfahige 
RNA, die wiederum nur aus einem Exon und einem Outron 
besteht, und die als RNA-Sonde zur Identifikation zunachst 
per se transspleiBfahiger zellularer RNAs dient. Die Erfin- 
dung betrifft auch das spezielle systematische Nachweisver- 
fahren zur Sequenzermittlung transspleiBfahiger zellularer 
RNAs und daraus entstandener, zellularer transgespleiBter 
Hybrid-mRNAs, wie dies im vorangegangenen Abschnitt 
beschrieben ist. 

[0102] Die Erfindung im Anwendungsfall drei betrifft also 
auch einen Kit zur Identifikation von TransspleiBstellen auf 
zellularen RNAs, aus denen ggf. transgespleiBte, maligne 
Hybrid-RNAs nachweisbar sind, wobei der Kit die erfin- 
dungsgemaBe Sonden-RNAs sowie weitere Primer zur ge- 
zielten cDNA-Synthese und PGR-Amplifikation und ein 
Anweisungsprotokoli umfasst. 

[0103] Die Sonden-RNA ist eine pre-mRNA rnit 1 50-300 
Basen (sofern ein Protein codiert wird mir einigen hundcrt 
Basen) Lange, die wiederum eine sehr potente 5' oder 3' 
SpleiBstelle enthalt. Die Sonden-RNA weist femer in einem 
Unterfall A eine Oligo-U-Region im Outronteil auf, im Un- 
terfall B entfallt diese Region. Die Sonden-RNA bzw. die 
codierende DNA hat im jeweiligen Outron-Bereich zudem 
eine 8-12 mer Erkennungsnucleotidfolge fur ein selten spal- 
tendes Restriktionsenzym, etwa die Folge AUUU/AAAU 
auf RNA-Ebene, welche in der aus der RNA hergestellten 
ds-cDNA durch ein entsprechendes Restriktionsenzym, 
hier: Swa I, in einem spateren Analyseschritt gespalten 
wird. Die jene RNA codierende DNA, die in die lebenden, 
zu analysierenden Zellen eingebracht wird, enthalt zudem 
einen Promoter mit Enhancer-Elementen, ein Polyadenylie- 
rungssignal und einen Replikations-Origin. 
[0104] Die DNA, welche eine Sonden-RNA mit einer 5- 
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Trans-SpleiBstelle codiert, hat folglich folgende Struktur 
(von 5' nach 3'): 

a) Zu Beginn liegt ein Replikationsorigin (z. B. aus 

S V40), gefolgt von 5 

b) einem starker Promotor mil Enhancer (z. B. aus 
SV40) (vgl hierzu z. B. Fig. Gl, HI). 

c) In der nachfolgenden Sequenz, jedoch mind. 10 Nu- 
cleotide upstream der 5' SpleiBstelle liegt eine A/G-rei- 
che Region oder eine andere spezielle Region, die als 10 
SpleiBenhancer-Region dient (s. Fig. 12, dort als RNA- 
Sequenz). 

d) 40-120 Nucleotide hinter dem Promotorende (Be- 
ginn der hieraus codierten RNA) liegt an der Exon/Ou- 
tron-Grenze die 5' SpleiBstelle mit der Sequenz (A/G)- 15 
A-G-G-T-A-(A/G)-G-T (s. Fig, Ql, dort als RNA-Se- 
quenz), bzw. mit der bevorzugten Sequenz: A-A-G-G- 
T-A-A-G-T. 

e) 10-30 Nucleotide downstream der obigen Sequenz 
liegt bei dem Typ A dieser DNA eine Folge von 15-18 20 
Thymidin (T) (s. Fig. Ql); bei dem Typ B dieser DNA 
entfallt diese Folge. 

f) 10-30 Nucleotide downstream der Poly-T-Folge 
(DNA- Typ A) bzw. 20-60 Nucleotide downstream der 

5' SpleiBstelle (DNA-T>p B) liegt eine 8-12 mer Nu- 25 
cleotidfolge zur Erkennung eines selten spaltenden Re- 
striktionsenzyms (etwa die Folge ATTT/AAAT zur Er- 
kennung von Swa I, s Fig. Ql, dort als RNA). 

g) 10-50 Nucleotide hinter dieser Region liegt die Po- 
lyadenylierungserkennungsstelle A-A-T-A-A-A ge- 30 
folgt von einer downstream GAP-reichen Region (2. Po- 
lyadenylierungsstelle, z. B. aus SV40), (Fig. Gl, HI). 

[0105] Die DNA, welche eine Sonden-RNA mit einer 
3Trans-Splei6stelle codiert, hat folglich folgende Struktur 35 
(von 5' nach 3'): 

a) Zu Beginn liegt ein Replikationsorigin (z.B. aus 
SV40), gefolgt von 

b) einem starker Promotor mit Enhancer (z.B. aus 40 
SV40) (vgl. hierzu z. B. Fig. Gl, HI). 

c) 20-60 Nucleotide downstream der Promotorregion 
(RNA-Anfang, mit Cap- Site) liegt bei dem Typ A die- 
ser DNA eine Folge von 15-18 Thymidin (T) (s. Fig. 
Rl); bei dem Typ B dieser DNA entfallt diese Folge. 45 

d) 10-40 Nucleotide downstream der Poly-T- Folge 
(DNA-TVp a ) bzw - 30-100 Nucleotide downstream 
des Promotorendes (DNA-TVp B) ue g l eine 8-12 mer 
Nucleotidfolge zur Erkennung eines selten spaltenden 
Restriktionsenzyrns (etwa die Folge ATTT/AAAT zur 50 
Erkennung von Swa I) (s. Fig. Rl, dort als RNA-Se- 
quenz). 

e) 10-30 Nucleotide downstream dieser Restriktions- 
enzyms-erkennungsfolge liegt die Branch-A-Region 
der 3' SpleiBstelle mit der Folge T-(A/G)-(C/T)-T- 55 
(A/G)-A-(C/T)-(A/G) (Fig. Rl). 

0 10-30 Nucleotide downstream dieser Branch- A- 
Folge liegt eine Polypyrimidinbasen folge aus 
15-18 mer T/C gefolgt von dem SpleiBstellendinucleo- 
tid AG zum Ende des Outrons (Fig. Rl). 60 

g) In der nachfolgenden Sequenz ab Beginn des 
Exons, jedoch mind. 10 Nucleotide donstream des AG 
der 3* SpleiBstelle und mind. 30 Nucleotide upstream 
der Polyadenylierungstelle liegt eine A/G-reiche Re- 
gion oder eine andere spezielle Region, die als Splei- 65 
Benhancer-Region dient (Fig. J2, dort als RNA-Se- 
quenz). 

h) Die nachfolgende Sequenz ab Beginn des Exons 
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kann zudem als cDNA fur ein kurzes, in situ leicht 
nachweisbares unvollstandiges Protein codieren, des- 
sen Sequenz etwa ab Aminosaure 2 im Exon beginnt, 
und das durch eine Terminationssignal (TAG etc.) ab- 
geschlossen wird, welches jedoch den TVanslations- 
Startcodon ATG nicht enthalt. 

i) 80-140 Nucleotide bzw., sofern ein unvollstandiges 
Protein codiert wird, einige hundert Nucleotide hinter 
dem SpleiBstellendinucleotid AG liegt die primare Po- 
lyadenylierungss telle A-A-T-A-A-A gefolgt von einer 
downstream GAT-reichen Region (zweite Polyadenylie- 
rungstelle, z. B. aus SV40) (vgl. hierzu z. B. Fig. Gl, 
HI). 

[0106] Die Erfindung fur den Anwendungsfall 2 soli an- 
hand eines Beispiels naher erlautert werden, ohne dass die 
Erfindung auf dieses Beispiel zu beschranken ist. 

Beispiel 

[0107] TransspleiB zwischen einer kunstlich geschaffe- 
nen, unvollstandigen RNA, codierend fur das HSV-TTC-Pro- 
tein, und einer Alpha-Feto-Protein-RNA (AFP-RNA) aus 
Tumorzellen zur selektiven Abtotung dieser Tumorzellen: 
Die HSV-TK-Protein-codiernde RNA wird zunachst da- 
durch in den Zellen erzeugt, dass eine entsprechende DNA 
in alle Zellen (Tumorzellen und Normalzellen) eingebracht 
wird, welche jene RNA abschreibt. Um eine stake Trans- 
skription zu erreichen, enthalt diese DNA wiederum einen 
starken Promotor mit entsprechenden Enhancerregionen 
z. B. aus SV40 (s. Fig. Kl). Damit eine am 3-Ende stabile 
pre-mRNA erzeugt wird, enthalt diese DNA femer eine 
stake Polyadenylierungserkennungsstelle (etwa auch aus 
SV40) mit einer AATAAA-Region upstream und einer 
Poly-GT- region downstream der Polyadenylierungs-Clca- 
vage-Site (s. Fig. Kl). 

[0108] Diese DNA enthalt ferner in ihrem wesentlichen 
hinteren Teil die komplette DNA-Folge, welche ab Amino- 
saure 2 des Zelltod-Proteins codiert. Diese DNA-Sequenz 
wird dabei uber eine cDNA-Folge, abgeleitet aus der 
mRNA, erhalten (s. Fig. Kl). Im Falle des HSV-TK-DNA- 
Konstruktes ist dies die codierende Nucleotid-Folge ftir die 
Aminosaure 2 (= Ala) bis zur letzten Aminosaure 376 (= 
Val), auf welche das Terminationssignal UAG bzw. TAG 
folgt (s. Fig. Ml). 

[0109] Upstream zur ab Aminosaure 2 der HSV-TK-Pro- 
teins codierenden Region liegt auf dieser DNA eine Region, 
welche fur einen Peptidstretch codiert (Protease-Linker), 
der durch eine zellular immer vorhandene spezifische Pro- 
tease gespalten wird. Diese Folge ist je nach Proteasentyp 
bis zu 15 Aminosauren lang, wird also durch bis zu 45 Nu- 
cleotide auf der DNA codiert (s. Fig. Ml). 
[0110] Upstream dieser Protease-Linker-Region liegt un- 
mittelbar am Exonrand der 3' SpleiBstelle noch ggf. ein Rea- 
ding-Frame-Linker, bestehend aus 1 oder 2 Nucleotiden, um 
einen Frameshift zur translatierten Nucleotidfolge aus dem 
transgespleiBten Exon 1 derTumorspezifischen RNA auszu- 
gleichen. Bei einem TransspleiB zum Exon 1 des AFP, wie 
in diesem Beispielfall, ist hier eine Korrektur um 2 Nucleo- 
tide uber 2 zusatzliche Basen (hier wurde CU bzw. CT ge- 
wahlt) notwendig (s. Fig. Ml). Im Falle eines TransspleiBes 
hat die transgespleiBte RNA in ihrer SpleiB-Verbindung- 
stelle in diesem speziellen Fall dann die Folge GCU (codie- 
rend fur Ala) (s. Fig. M2), so dass eine Frameshift durch ein 
"uberzahliges" Einzelnucleotid (hier ein G) aus dem Exon 1 
der AFP-RNA ausgeglichen wird. 

[0111] Oberhalb des Reading frame-Linkers liegt der Ou- 
tronbereich, welcher mit der 3' SpleiBstelle abschlieBt. Diese 
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3' SpleiBstelle sol! wiedcrum eine sehr starke SpleiBkompe- 
tenz haben. Dies bedeutet das Vorhandensein eines ausge- 
pragten Polyprymidinbasen-(U/C bzw. 17C)Stretches un- 
mittelbar vor dem SpleiBstellendinucleotid AG, sowie etwa 
10-30 Nucleotide upstream davon eine starke Branch- A- 5 
Region (nicht eingezeichnet in Fig. Ml, vgl. Fig. J2). 
[0112] Eine TransspleiBreaktion von der singularen, 
kunstlichen 3' SpleiBstelle auf der HS V-TK-pre-mRNA spe- 
zifisch und selektiv zur 5' SpleiBstelle des Exons 1 der AFP- 
pre-mRNA wird dadurch erreicht, dass diese HSV-TK-pre- 10 
mRNA im Outron-Bereich oberhalb der Branch-A-Region 
wcgen der geforderten Substratspezifitat eine Folge von 
mindestens 18 Basen aufweist, die spezifisch zur AFP-pre- 
mRNA iiber Antisensstrukturen paart. Hierdurch wird eine 
feste Bindung zwischen beiden RNA-Molekulen eingegan- 15 
gen, wodurch die IransspleiBeffizienz um mehrere Zehner- 
potenzen erhoht wird. Diese RNA-RNA-Hybridisierung 
sollte zudem so liegen, dass hierdurch die dem Exon 1 nach- 
folgende 3'- SpleiBstelle im Poly-U/C-Bereich und im AG- 
Bereich (gelegen an der Grenze zum Exon 2 hin) auf der 20 
AFP-pre-mRNA blockiert wird (s. Fig. Ml). Hierdurch 
wird die IransspleiBeffizienz nochmals erhoht, da eine kon- 
kurrierende Cis-SpleiBreaktion zwischen Exon 1 und Exon 
2 der AFP-RNA dann nicht mehr moglich ist. 
[0113] Durch den TransspleiB zwischen dem Exon 1 der 25 
AFP-RNA der Tumorzellen und dem Exonanteil der unvoll- 
standigen, kiinstlich erzeugten Zelltod-RNA (= HSV-TK- 
RNA) wird schlieBlich eine mRNA erzeugt, die einen AUG- 
Startcodon im passenden, richtigen Leserahmen zur Amino- 
saure 2 (= Ala) der HSV-TK-RNA tragt. Das nach Ablesen 30 
der transgespleiBten RNA (s. Fig. M2) hergesteilte Hybrid- 
protein enthalt schlieBlich in diesem speziellen Beispielfall 
die Aminsauren Met 1 bis He 28 aus der AFP-RNA, gefolgt 
von 3 Nucleotiden (GCU) in der SpleiB-Verbindungstelle, 
die letztlich fur den Leserahmenausgleich sorgen, und ge- 35 
folgt von einer Region aus bis zu 15 Aminosauren, welche 
eine spezifische Proteaseerkennungsregion tragt. An diese 
Region schlieBt sich dann die eigentliche HSV-TK-Protein- 
Region (von Aminosaure 2 = Ala, bis Aminosaure 376 = 
Val) an. Das fertigte Hybridprotein wird dann in der spezifi- 40 
schen Protease-Erkennungsregion durch eine zellulare Pro- 
tease gespalten (s. Fig. M3), um eventuell bei der HS V-TK- 
Enzymfunktion storende fremde Proteinanteile (aus dem 
AFP-Anteil) abzuspalten. Das HSV-TK-Enzym liegt dann 
nur in den Krebszellen, nicht aber in den gesunden Zellen 45 
vor (nur in den Krebszellen ist ein entsprechender Trans- 
spleiB zur AFP-RNA moglich, der letztlich dieses Protein 
liefert). Dieses Enzym setzt dann in den Krebszellen das zu- 
gefuhrte Medikament Ganciclovir in eine phosphoryliertes 
Derivat um, wodurch hier letztlich der Abbruch der gesam- 50 
ten DNA-Replikation der Krebszelle erreicht wird, so dass 
diese abstirbt. 

Patentanspriiche 

55 

1. Verfahren zur Reparatur eines mutierten Exons ei- 
ner pre- mRNA in einer Saugerzelle, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass in die Saugerzelle eine DNA einge- 
bracht wird, die fur eine Reparatur-RNA in Form einer 
pre- mRNA codiert, die ein nicht-mutiertes Exon mit 60 
mindestens einem flankierenden Outron urnfasst, wo- 
bei das mutierte Exon einer geschadigten zellularen 
RNA mit dem nicht mutierten Exon der Reparatur- 
RNA mittels der in der Zelle natiirlich vorkommenden 
SpleiBkomponenten iiber einen RNA-TransspleiB aus- 65 
getauscht und so das mutierte Exon repariert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass die eingebrachte DNA eine Nucleotid-Se- 
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quenz umfassend einen Replikations-Origin, einen 
RNA-Polymerase-II-Promoter und eine Signalsequenz 
am 3'-Ende fur eine pre-mRNA-Polyadenylierung auf- 
weist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Outron ein 5* Outron und/oder ein 3' 
Outron mit mindestens zehn Nucleotiden eingesetzt 
wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass jedes Outron mindestens 
eine Antisenssequenz aufweist, die iiber eine Lange 
von mindestens 18 Basen in Antisens zu dem mutierten 
Exon und/oder zu einem flankierenden Intronbereich 
des mutierten Exons paart. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die Antisensse- 
quenz in dem 5' Outron zur intronischen Polypryrimi- 
dinbasenfolge einer 3' SpleiBstelle des mutierten 
Exons, und diese Antisenssequenz in dem 3' Outron zur 
intronischen Nucleotidfolge einer 5' SpleiBstelle des 
mutierten Exons paart. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass das 5' Outron als 
Komponenten der 3' SpleiBstelle eine B ranch- A-Stelle, 
einen Poiy-Pyrimidinbasen-Stretch und ein AG-Dinu- 
cleotid an der Grenze zum Reparaturexon und das 3* 
Outron als essentielle Komponente der 5' SpleiBstelle 
ein GU-Dinucleotid an der Grenze zu dem Reparature- 
xon aufweist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass in dem 5' Outron die 
Branch- A-Stelle der 3' SpleiBstelle die 8-mer Sequenz 
U-A/G-C/U-U-A/G-A-CAJ-A/G und der Poly-Pyrimi- 
dinbasen-Stretch die Sequenz von 15-18 mer (U/C) 
aufweist, und in dem 3' Outron der intronische Anteil 
der 5' SpleiBstelle die 6-mer Sequenz G-U-A/G-A/G- 
G-U aufVeist. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass das Reparaturexon 
neben der nicht mutierten Wildtyp-Sequenz an seinem 
3' Ende noch die 3-mer Sequenz A/G- A/G-G als exoni- 
sche 5' SpleiBstellensequenz aufweist, sofern dem Re- 
paraturexon ein Outron folgt und durch diese Sequenz 
keine anderen 1 oder 2 Aminosauren im Vergleich zur 
homologen Wildtyp-Exon-Sequenz codiert werden. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass das Reparaturexon 
neben der nicht mutierten Wilttyp-Sequenz durch Ver- 
anderungen einzelner Nucleotide mindestens eine Exo- 
nische SpleiB-Enhancer (ESE)-Sequenz urnfasst, ohne 
dass durch diese ESE-Sequenz(en) zusatzliche oder an- 
dere Aminosauren im Vergleich zur Wildtyp-Exon-Se- 
quenz codiert werden. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das Reparature- 
xon altemativ zu seiner nicht mutierten Wilttyp-Se- 
quenz nur dieses Exons auch eine cDNA-Folge, abge- 
leitet aus mehreren Exonen inklusive des zu reparieren- 
den Exons mit der nicht mutierten Sequenz aufweist. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Reparatur- 
RNA nur ein einziges, distales 3* Outron urnfasst, so- 
fern das Reparaturexon eine cDNA-Folge aufweist, die 
ab Exon 1 der zu reparierenden RNA beginnt und mit 
dem zu reparierenden Exon endet. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprUche, dadurch gekennzeichnet, dass die Reparatur- 
RNA nur ein einziges, proximales 5' Outron urnfasst, 
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sofem das Reparaturexon eine cDNA-Folge aufweist, 
die mit dem zu reparierenden Exon beginnt und mit 
dem letzten Exon inklusive der Polyadenylierungstelle 
der zu reparierenden RNA endet. 

13. Reparatur-RNA codierende DNA, dadurch ge- 5 
kennzeichnet, dass die DNA eine Nucleotid-Sequenz 
umfassend einen Replikations- Origin, einen RNA-Po- 
lymerase-II-Promoter und eine Signalsequenz am 3'- 
Ende fur eine pre-mRNA-Polyadenylierung aurweist 

14. Reparatur-RNA codierende DNA nach Anspruch 10 
13, dadurch gekennzeichnet, dass das Outron ein 5' Ou- 
tron und/oder ein 3' Outron mit mindestens zehn Nu- 
cleotiden ist. 

15. Reparatur-RNA codierende DNA nach Anspruch 

13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass jedes Outron 15 
mindestens eine Antisenssequenz umfasst, die iiber 
eine Lange von mindestens 18 Basen in Antisens zu 
dem mutierten Exon und/oder zu einem flankierenden 
Intronbereich des mutierten Exons paart. 

16. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der 20 
Anspriiche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Antisenssequenz in dem 5' Outron zur intronischen Po- 
lypryrimidinbasenfolge einer 3' SpleiBstelle des mu- 
tierten Exons und diese Antisenssequenz in dem 3' Ou- 
tron zur intronischen Nucleotidfolge einer 5' SpleiB- 25 
stelle des mutierten Exons paart. 

17. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspriiche 13 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass das 
5' Outron als Komponenten der 3' SpleiBstelle eine 
Branch-A-Stelle, einen Poly-Pyrimidinbasen-Stretch 30 
und ein AG-Dinucleotid an der Grenze zum Reparatu- 
rexon und das 3' Outron als essentielle Komponente 
der 5' SpleiBstelle ein GU-Dinucleotid an der Grenze 

zu dem Reparaturexon aufweist. 

18. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der 35 
Anspriiche 13 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass in 
dem 5' Outron die Branch-A-Steile der 3' SpleiBstelle 
die 8-mer Sequenz U-A/G-C/U-U-A/G-A-C/U-A/G 
und der Poly-Pyrimidinbasen-Stretch die Sequenz von 
15-18 mer (U/C) aufweist und in dem 3' Outron der in- 40 
tronische Anteil der 5' SpleiBstelle die 6-mer Sequenz 
G-U-A/G-A/G-G-U aufweist. 

19. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspriiche 13 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Reparaturexon neben der nicht mutierten Wildtyp-Se- 45 
quenz an seinem 3' Ende noch die 3- mer Sequenz A/G- 
A/G-G als exonische 5' SpleiBstellensequenz aufweist, 
sofem dem Reparaturexon ein Outran folgt und durch 
diese Sequenz keine anderen 1 oder 2 Aminosauren im 
Vergleich zur homologen Wildtyp-Exon-Sequenz co- 50 
diert werden. 

20. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspriiche 13 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Reparaturexon neben der nicht mutierten Wilttyp-Se- 
quenz durch Veranderungen einzelner Nucleotide min- 55 
destens eine Exonische SpleiB-Enhancer (ESE)-Se- 
quenz umfasst, ohne dass durch diese ESE-Se- 
quenz(en) zusatzliche oder andere Aminosauren im 
Vergleich zur Wildtyp-Exon-Sequenz codiert werden. 

21. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der 60 
Anspriiche 13 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Reparaturexon alternativ zu seiner nicht mutierten 
Wilttyp-Sequenz nur dieses Exons auch eine cDNA- 
Folge, abgcleitet aus mehreren Exonen inklusive des 

zu reparierenden Exons mit der nicht mutierten Se- 65 
quenz, aurweist. 

22. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspriiche 13 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass die 



Reparatur-RNA nur ein einziges, distales 3' Outron 
umfasst, sofern das Reparaturexon eine cDNA-Folge 
aufweist, die ab Exon 1 der zu reparierenden RNA be- 
ginnt und mit dem zu reparierenden Exon endet. 

23. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspriiche 13 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Reparatur-RNA nur ein einziges, proximales 5' Outron 
umfasst, sofem das Reparaturexon eine cDNA-Folge 
aufweist, die mit dem zu reparierenden Exon beginnt 
und mit dem letzten Exon inklusive der Polyadenylie- 
rungstelle der zu reparierenden RNA endet. 

24. Verfahren zum selektiven Abtolen von TYimorzel- 
len in einer Zellpopulation, dadurch gekennzeichnet, 
dass in die Zellpopulation eine DNA eingebracht wird, 
die fur eine kunstHch verkiirzte Zelltod-pre-mRNA co- 
diert, wobei die Zelltod-pre-mRNA selektiv mittels der 
in den Tumorzellen vorkommenden RNA-Bestand- 
teile, die einen AUG-Codon als Translationsstart ent- 
halten, und der natiirlich vorkommenden SpleiBkom- 
ponenten iiber einen TransspleiB N-terminal verlangert 
und so eine vollstandige Zelltod-pre-mRNA erhalten 
und ein vollstandiges Zelltod-Protein codiert wird, das 
Tumorzellen auf direktem oder indirektem Wege selek- 
tiv abtotet. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die DNA eine Nucleotid-Sequenz um- 
fassend einen Replikations-Origin, einen RNA-Poly- 
merase-II-Promoter und eine Signalsequenz am 3'- 
Ende fur eine pre-mRNA-Polyadenylierung aufweist. 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 oder 25, 
dadurch gekennzeichnet, dass die verkiirzte Zelltod- 
pre-mRNA ein vorderes 5' Outron und ein Exon um- 
fasst, wobei das Exon im distalen Teil eine Nucleotid- 
folge als cDNA aufweist, die ab Aminosaure zwei bis 
zur letzten Aminosaure des Zelltod-Protein s codiert. 

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, dass das 5' Ende des Exons 
eine Frameshift-Sequenz aus 0, 1 oder 2 Nucleotiden 
aufweist. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Exon hinter der Fra- 
meshift-Nucleotidfolge und vor der Nucleotidfolge ab 
Aminosaure 2 des Zelltodproteins eine Nucleotidfolge 
einer Protease-Erkennungsregion umfasst, die fur eine 
Peptidfolge codiert, die durch naturlich vorkommende, 
zellulare Proteasen gespalten werden kann. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Exon eine Exonische 
SpleiB-Enhancer (ESE)-Sequenz im Bereich der Prote- 
aseerkennungsregion und/oder im Bereich der ab Ami- 
nosaure 2 codierenden Region des Zelltodproteins auf- 
weist, ohne dass durch diese ESE-Sequenz(en) zusatz- 
liche oder andere Aminosauren codiert werden. 

30. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Outron in dem dista- 
len Bereich zum Exon hin eine 3' SpleiBstelle beste- 
hend aus einer Branch-A-Stelle, einem Poly-Pyrimin- 
dinbasen-Stretch und einem AG-Dinucleoitid an der 
Grenze zum Exon hin aufweist. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Branch-A-Stelle der 
3' SpleiBstelle die 8-mer Sequenz U-A/G-C/U-U-A/G- 
A-C/U-A/G und der Poly-Pyrimidinbasen-Stretch die 
Sequenz von 15-18 mer (U/Q aufweist. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, dass die verkiirzte Zelltod- 
pre-mRNA im Outron oberhalb ihrer 3' SpleiBstelle 
eine Antisenssequenz von mindestens 18 Nucleotiden 
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umfasst, die in Antisens spezifisch zu einer speziellen 
Tumor- pre- mRN A paaren. 

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Antisenssequenz im 
5' Outron der unvollstandigen Zelltod-pre-mRNA zur 
spezifischen T\imorzcllcn-pre-mRNA in deren Poly- 
pryrimidinbasenfolge der 3* SpleiBstelle upstream des 
zweiten codierenden Exons dieser RNA paart. 

34. Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Outron einen TYans- 
lationsstart AUG aufweist, der nicht im Leserahmen ab 
Aminosaure 2 des Zelltodproteins des Exons licgt, und 
der fiir ein kurzes Nonsensprotein initiiert. 

35. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA, da- 
durch gekennzeichnet, dass die DNA eine Nucleotid- 
Sequenz umfassend einen Replikations-Origin, einen 
RNA-Polymerase-II-Promoter und eine Signalsequenz 
am 3-Ende fur eine pre-mRNA-Polyadenylierung auf- 
weist. 

36. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach 
Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass die ver- 
kiirzte Zelltod-pre-mRNA ein vorderes 5' Outron und 
ein Exon umfasst, wobei das Exon im distalen Teil eine 
Nucleotidfolge als cDNA aufweist, die ab Aminosaure 
zwei bis zur letzten Aminosaure des Zelltod-Proteins 
codiert. 

37. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach 
Anspruch 35 oder 36, dadurch gekennzeichnet, dass 
das 5' Ende des Exons eine Frameshift-Sequenz aus 0, 
1 oder 2 Nucleotiden aufweist. 

38. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach 
einem der Anspriiche 35 bis 37, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Exon hinter der Frameshift-Nucleotid- 
folge und vor der Nucleotidfolge ab Aminosaure 2 des 
Zelltodproteins eine Nucleotidfolge einer Protease-Er- 
kennungsregion umfasst, die fur eine Peptidfolge co- 
diert, die durch naturlich vorkommende, zellulare Pro- 
teasen gespalten werden kann. 

39. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach 
einem der Anspriiche 35 bis 38, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Exon eine Exonische SpleiB-Enhancer 
(ESE)-Sequenz im Bereich der Proteaseerkennungsre- 
gion und/oder im Bereich der ab Aminosaure 2 codie- 
renden Region des Zelltodproteins aufweist, ohne dass 
durch diese ESE-Sequenz(en) jedoch zusatzliche oder 
andere Aminosauren codiert werden. 

40. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach 
einem der Anspriiche 35 bis 39, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Outron in dem distalen Bereich zum Exon 
hin eine 3' SpleiBstelle bestehend aus einer Branch-A- 
S telle, einen Poly-Pyrimindinbasen-Stretch und einem 
AG-Dinucleotid an der Grenze zum Exon hin aufweist. 

41. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach 
einem der Anspriiche 35 bis 40, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Branch- A-S telle der 3' SpleiBstelle die 8- 
mer Sequenz U-A/G-C/U-U-A/G-A-C/U-A/G und der 
Poly-Pyrimidinbasen-Stretch die Sequenz von 
15-18 mer (U/C) aufweist. 

42. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach 
einem der Anspriiche 35 bis 41, dadurch gekennzeich- 
net, dass die verkiirzte Zelltod-pre-mRNA im Outron 
oberhalb ihrer 3' SpleiBstelle eine Antisenssequenz von 
mindestens 18 Nucleotiden umfasst, die in Antisens 
spezifisch zu einer speziellen 1\imor-pre-mRNA paa- 
ren. 

43. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach 
einem der Anspriiche 35 bis 42, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Antisenssequenz im 5* Outron der unvoll- 



standigen Zelltod-pre-mRNA zur spezifischen T\imor- 
zellen-pre-mRNA in deren Polypryrimidinbasenfolge 
der 3' SpleiBstelle upstream des zweiten codierenden 
Exons dieser RNA paart. 
5 44. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach 
einem der Anspriiche 35 bis 43, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Outron einen Translationsstart AUG auf- 
weist, der nicht im Leserahmen ab Aminosaure 2 des 
Zelltodproteins des Exons liegt, und der fiir ein kurzes 

10 Nonsensprotein initiiert. 

45. Verfahren zur Identifizierung von potentiellen 
TransspleiBstellen in zellularen pre-mRNAs und nach- 
folgend zur Identifizierung natiirlicher zellularer trans- 
gespleiBter RNAs dadurch gekennzeichnet, dass eine 

15 DNA in Zellen eingebracht wird, die fiir eine RNA- 
Sonde codiert, die entweder nur eine einzige 5' oder 
eine 3' SpleiBstelle aufweist, wobei die RNA-Sonde in 
ihrer SpleiBstelle mit einer potenten TransspleiBstellc 
einer zellularen pre-mRNA zu einer transgespleiBten 

20 RNA interagiert, und die transgespleiBte RNA in einer 
cDNA-PCR amplifiziert und im Anteil aus der unbe- 
kannten zellularen RNA sequenziert wird, und danach 
mit einer weiteren PGR- Analyse untersucht wird, wo- 
bei die beiden verwendeten Primer jeweils zum zuvor 

25 sequenzierten exonischen Anteil aus der transgespleiB- 
ten zellularen RNA paaren, ob zwei bestimmte trans- 
pleiBfahige zellulare RNAs in vivo iiber diese cDNA- 
PCR nachweisbare transgespleiBte Hybrid-RNAs aus- 
bilden. 

30 46. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass diese Sonden-RNA codierende DNA 
eine Nucleotid-Sequenz umfassend einen Replikati- 
ons-Origin, einen RNA-Polymerase-II-Promoter und 
eine Signalsequenz am 3'-Ende fiir eine pre-mRNA- 

35 Polyadenylierung aufweist. 

47. Verfahren nach Anspruch 45 oder 46, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Sonden-RNA eine pre-mRNA 
mit 150-250 Nucleotiden im Falle keiner Proteincodie- 
renden Sequenzen im Exonbereich bzw. mit einigen 

40 hundert Nucleotiden im Falle Proteincodierender Se- 
quenzen im Exonbereich darstellt, die eine einzige 5' 
oder 3' SpleiBstelle und demzufolge ein Exon und ein *■ 
Outron aufweist. 

48. Verfahren nach einem der Anspriiche 45 bis 47, 
45 dadurch gekennzeichnet, dass das Outron in einem Teil 

der RNA-Molekule eine Folge von 12 bis 18 Uracil- 
Nucleotiden und zudem stets eine 8-12 mer Erken- 
nungs- und Spaltungsnucleotidfolge fiir ein Restrikti- 
onsenzym aufweist. 

50 49. Verfahren nach einem der Anspriiche 45 bis 48, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Sonden-RNA mit ei- 
ner 3' SpleiBstelle im proximalen 5' Outron als Kompo- 
nenten einer 3' SpleiBstelle eine Branch- A-S telle, einen 
Poly-Pyrimidinbasen-Stretch und ein AG-Dinucleotid 

55 an der Grenze zum Exon aufweist 

50. Verfahren nach einem der Anspriiche 45 bis 49, 
dadurch gekennzeichnet, dass bei der Sonden-RNA mit 
einer 3' SpleiBstelle die Branch- A-S telle die 8-mer Se- 
quenz U-A/G-C/U-U-A/G-A-C/U-A/G und der Poly- 

60 Pyrimidinbasen-Stretch die Sequenz von 15-18 mer 
(U/C) aufweist. 

51. Verfahren nach einem der Anspriiche 45 bis 50, 
dadurch gekennzeichnet, dass bei einer Sonden-RNA 
mit einer 3' SpleiBstelle diese RNA im Exon die un- 

65 vollstandige cDNA- Sequenz ab Aminosaure 2 eines 
kleinen, leicht nachweisbaren Proteins aufweist, wel- 
che lediglich den Translationsstart AUG nicht enthalt. 

52. Verfahren nach einem der Anspriiche 45 bis 48, 
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dadurch gekennzeichnet, dass bei einer Sondcn-RNA 
mit einer 5' SpleiBstelle diese RNA die 3-mer Sequenz 
A/G-A/G-G am Ende des Exons gefolgt von der 6-mer 
Sequenz G-U-A/G-A/G-G-U zu Beginn des nachfol- 
genden distalen 3' Outrons aufweist. 5 

53. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die RNA-TYansspleiBprodukte beste- 
hend aus dem exonischen Teil der Sonden-RNA und 
dem exonischen Anteil aus einer zunachst noch unbe- 
kannten zellularen RNA zuerst in eine ss-cDNA und 10 
dann in eine ds-cDNA tiberfuhrt werden, die nach zu- 
vorigem Zusatz eines Reslriktionsenzymes, welches 
die Restriktionsenzym-erkennungsNucleotidfolge im 
Outron der Sonden-RNA nach Anspruch 48 spaltet, 
uber eine PGR spezifisch ampliflziert und danach se- 15 
quenziert wird. 

54. Verfahren nach Anspruch 45 oder 53, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass zur Analyse von RNA-TransspleiB- 
produkten unter Benutzung einer Sonden-RNA mit ei- 
ner 5' SpleiBstelle die ss-cDNA-Synthese mit einer re- 20 
versen Transkriptase und mit einem 55-mer Primer der 
Sequenz N40-T l5 und die ds-cDNA-Synthese mit einer 
DNA-Polymerase und einem 18-24 mer Primer, der 
homolog zu einer entsprechenden Sequenz im Exon 
der Sonden-RNA ist, erfolgt. 25 

55. Verfahren nach Anspruch 45, 53 oder 54, dadurch 
gekennzeichnet, dass zur Analyse von RNA-Trans- 
spieiBprodukten unter Benutzung einer Sonden-RNA 
ink einer 5' SpleiBstelle die nachfolgende erste PCR- 
Amplifikation der ds-cDNA mit 30 

a) einem 18-24 mer Primer, welcher der vorde- 
ren 5'-N-Nucleotidfolge des Primers N40-T15 
Equivalent ist, und 

b) einem 18-24 mer Primer, der identisch dem 
ds-cDNA-Synthese-Primer ist und zum Exon der 35 
Sonden-RNA bindet, erfolgt, 

und die nachfolgende (nested) zweite PCR-Am- 
plifikation mit 

c) einem 18-24 mer Primer, welcher der hinteren 
N-Nucleotidfolge des Primers N40-T15 aquiva- 40 
lent ist, und 

d) einem 18-24 mer Primer der ebenfalls zum 
RNA-Sonden-Exon jedoch zu diesem downst- 
ream des Primers (b) aus der ersten PGR bindet, 
erfolgt. 45 

56. Verfahren nach Anspruch 45 oder 53, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass zur Analyse von RNA-TransspleiB- 
produkten unter Benutzung einer Sonden-RNA mit ei- 
ner 3' SpleiBstelle die ss-cDNA-Synthese mit einer re- 
versen Transkriptase und mit einem 1 5-mer Primer Tl 5 50 
und 15-60 Minuten nach Start der ss-cDNA-Synthese 
nach Verminderung der Reaktionstemperatur auf ca. 

30 Grad Celcius mit einem weitereren 48-mer Primer 
der Sequenz N40-G8 erfolgt, und die ds-cDNA-Syn- 
these mit einer DNA-Polymerase und einem 55 
18-24 mer Primer, welcher der vorderen 5'-N-Nucleo- 
tidfolge des Primers N40-G8 Equivalent ist, erfolgt. 

57. Verfahren nach Anspruch 45, 53 oder 56, dadurch 
gekennzeichnet, dass zur Analyse von RNA-TYans- 
spleiBprodukten unter Benutzung einer Sonden-RNA 60 
mit einer 3' SpleiBstelle die nachfolgende erste PGR- 
Amplification der ds-cDNA mit 

a) einem 18-24 mer Primer welcher der vorderen 
5'-N-Nucleotidfolge des Primers N40-G8 nach 
Anspruch 56 Equivalent ist, und 65 

b) einem 18-24 mer Primer der zum Exon der 
Sonden-RNA bindet, erfolgt, 

und die nachfolgende zweite PGR-Amplifikation 



mit 

c) einem 18-24 mer Primer, welcher der hinteren 
N-Nucleotidfolge des Primers N40-G8 Equivalent 
ist, und 

d) einem 18-24 mer Primer der ebenfalls zum 
RNA-Sonden-Exon jedoch zu diesen downstream 
des Primers (b) aus der ersten PGR bindet, erfolgt. 

58. Verfahren nach Anspruch 45 oder 53, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die nachfolgende Sequenzanalyse 
der erhaltenen PGR-Produkte nach Anspruch 55 oder 
57 mit einem der beiden Primer (a) oder (b), bzw. im 
Falle einer nested PGR mit einem beiden Primer (c) 
oder (d) erfolgt. 

59. Sonden-RNA codierende DNA, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass diese Sonden-RNA codierende DNA 
eine Nucleotid-Sequenz umfassend einen Replikati- 
ons- Origin, einen RNA-Polymerase-II-Promoter und 
eine Signalsequenz am 3-Ende fur eine pre-mRNA- 
Polyadenylierung aufweist. 

60. Sonden-RNA codierende DNA nach Anspruch 59, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Sonden-RNA eine 
pre-mRNA mit 150-250 Nucleotiden im Falle keiner 
Proteincodierenden Sequenzen im Exonbereich bzw. 
mit einigen hundert Nucleotiden im Falle Proteincodie- 
render Sequenzen im Exonbereich darstellt, die eine 
einzige 5' oder 3' SpleiBstelle und demzufolge ein Exon 
und ein Outron aufweist. 

61. Sonden-RNA codierende DNA nach Anspruch 59 
oder 60, dadurch gekennzeichnet, dass das Outron in 
einem Teil der RNA-Molekule eine Folge von 12 bis 
18 Uracil-Nucleotiden und zudem stets eine 8-12 mer 
Erkennungs- und Spaltungsnucleotidfolge fur ein Re- 
striktionsenzym aufweist. 

62. Sonden-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspriiche 59 bis 6 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die 
Sonden-RNA mit einer 3' SpleiBstelle im proximalen 5 1 
Outron als Komponenten einer 3' SpleiBstelle eine 
Branch-A-Stelle, einen Poly-Pyrimidinbasen-Stretch 
und ein AG-Dinucleotid an der Grenze zum Exon auf- 
weist. 

63. Sonden-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspriiche 59 bis 62, dadurch gekennzeichnet, dass bei 
der Sonden-RNA mit einer 3* SpleiBstelle die Branch- 
A-Stelle die 8-mer Sequenz U-A/G-G/U-U-A/G-A- 
G/U-A/G und der Poly-Pyrimidinbasen-Stretch die Se- 
quenz von 15-18 mer (U/G) aufweist. 

64. Sonden-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspriiche 59 bis 63, dadurch gekennzeichnet, dass bei 
einer Sonden-RNA mit einer 3' SpleiBstelle diese RNA 
im Exon die unvollstandige cDNA-Sequenz ab Amino- 
sEure 2 eines kleinen, leicht nachweisbaren Proteins 
aufweist, welche lediglich den Translationsstart AUG 
nicht enthalt. 

65. Sonden-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspriiche 59 bis 61, dadurch gekennzeichnet, dass bei 
einer Sonden-RNA mit einer 5' SpleiBstelle diese RNA 
die 3-mer Sequenz A/G-A/G-G am Ende des Exons ge- 
folgt von der 6-mer Sequenz G-U-A/G-A/G-G-U zu 
Beginn des nachfolgenden distalen 3' Outrons auf- 
weist. 

66. Verfahren nachfolgend zur Identifizierung naturli- 
cher zellular transgespleiBter RNAs, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass uber eine cDNA-PGR-Analyse unter- 
sucht wird, ob zwei bestimmte transpleiBfahige zellu- 
lEre RNAs in vivo uber diese PGR-Analyse nachweis- 
bare transgespleiBte Hybrid-RNAs ausbiiden, wobei 
die verwendeten beiden Primer jeweils zum zuvor se- 
quenzierten exonischen Anteil aus der zur RNA-Sonde 
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hin transgespleiBten zellularen RNA paaren. 

67. Kit zur Identifizierung von TransspleiBstellen in 

einer zellularen pre-mRNA 

urafassend zwei DNAs zur Codierung einer Sonden- 
RNA mit einer 5' SpleiBstelle bzw. einer Sonden-RNA 5 
mit einer 3' SpleiBstelle nach den Anspriichen 59 bis 
65, sowic umfassend ein Restriktionsenzym, welches 
eine spezifische Sequenz in der ds-cDNA der Sonden- 
RNA in dessen Outron schneidet, sowie die Primer zur 
gezielten cDNA-Synthese, PCR-Amplifikation und Se- to 
quenzanalyse der RNA-TransspleiBprodukte aus zellu- 
laren RNA-Anteilen und den Exonanteilen der Sonden- 
RNAs, sowie umfassend einer methodischen Anwei- 
sung zur Identifizierung der TransspleiBstellen in zellu- 
laren RNAs und nachfolgend zum Nachweis naturli- 15 
cher, zellular-transgespleiBter Hybrid-RNAs. 
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(2) [~ixon 1 A lpha-Feto-P roteln( AFP) | | Pr ot-Un k. [Region ab Amlnos72 dee HSV/Tk-Gen8| 

aktlve Hybrid-mRNA mlt AUG-Starl-Codon f 

Trans- I zellulSre 



sp»ce ± Translation 

Junct 

Met Lys He Ala _ A Ala Ser Val 

1 2 28 29 WAS. 2 3 3?6 



1 



(3) ( Ex onlAF P I |ggjffi^^ ^) 



(^rotea^T) I zelluiare 

'~~ y Prot-Spaltung 



W ^ E xon 1 AFP ^} (| HSV/Tk-P roteln ^ 

Erceugung von aktlvem HSWTk I T SnaT 9 

nach RNA-Transspllce (g) Repiikation 



In Tumorzelle 
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Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Often tegungstag: 



DE 101 39492 A1 
C12N 15/11 

6. Marz 2003 



N 

pre-mRNA A 




pro-mRNA B 1 



C-termlnalea Exon 



M \ Stimulation elnes Trans-Splice 

dutch Mutation der Cls-Spllcestellen In N- Oder C-termlnalen Intoms 



• Cis-Splice 



Exon N-1 



pre-mRNA A 




pre-mRNA B 

N-termlnalea Exon £ 



(2) Stimulation elnes Trans-Splice 

1 ' durch Aktlvlerung kryptlscher Spllce-Stellen In N- Oder C-termlnalen Exons 



pre-mRNA A 



| ^ Kein Cis-Splice ^ 




pre-mRNA B 
""Exon N-i 



C-termlnalea Exon 



/3\ Stimulation elnes Trans-Splice durch Aktlvlerung elner kryptlscher Spllce-Stelle 
v ' Im C-termlnalen Exon und Mutation elner Cls-Spllcestelle Im N-termlnalen Intron 
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Nummen 
Int. C!. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 101 39492 A1 
C12N 15/11 
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(1) Schritt 1: Idendifikation moglicher Trans-SpleiBfahiger pre-mRNAs 



unbekannte pre-mRNA A 

mlt Trans-Spllce-f ihlger 5' 88 (Spllce-Stelle) 

5' 88 



Trans-Splice 



unbekannte pre-mRNA B 

mlt Trane-Spllce-f Ihlger 3' ee (Spllce-Stelle) 

3' 88 

kv^vkvvvwA.vvsi 



Trans-Splice 



3*88 



3' ss-Sonden-RNA 



Sequenzlerung 



Primer B 



rsssssssssssssss.w 



5' 88-Sonden-RNA 



5' 88 



Primer A Sequenzlerung 



zur SondervRNA trans-gespl. RNA zur Sonden-RNA trans-gespl. RNA 

(PCR-Sequenzierung als cDNA) (PCR-Sequenzierung als cDNA) 



(2) Schritt 2: Idendifikation moglicher zelluiarer TransspleiBprodukte 



wn m^w mmm i ■ ■ ■ ■ ■ ■> >^i*^« AWWWWWWW 




fails Trans-Splice in Zelle vorkommt 



Primer C 



ssssssssssssssss xxxxxxxxxxxxxxx> 



Primer D 

mdgllche, zellulfir vorllegende trans-gespl. (pathogene) mRNA 

(PCR-Sequenzierung als cDNA) 



Prinzip des Nachwelses unbekannter zelluiarer mRNA-Tranespleiflprodukte 
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P 



unbekannta pre-mRNA A 

mil Trans-Splice-ffihlger 5' 88 (Spllce-Stelle) 

Poly-(A)-Stretch 




Iaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

J TTf TTTTTTTTTTlITTTTTTTTTTTTTf TTIITTTTI-^ 



0) 



•UUUUUUUCCCUUUUUUUCCNCAG 



J AAAAAAAAA 



3* 88-Sonden-RNA 

Assozlation zwischen einer Sonden-RNA zu einer transspleiBfShigen zellulSren pre-mRNA 
Qber elne Antisenspaarung einer zwischen einem Poly-U-Bereich auf der Sonden-RNA und der 
Poly-A-Tail-Region der zellulSren pre-mRNA 



unbekannta pre-mRNA A 

mlt Trans-SpIlce-ffihlger 5' 88 (Spllce-Stelle) und gebundenem U^nRNP 



kryptlsche 
5'Spllce-StelIe 



C-termlnalos Exon 



AAG|GUAAGU" 



] AAAAAAAAA. . . 



(2) 





C U2AF 65 J) 



Poly«U/C)-Stretch 



3' 88-Sonden-RNA mlt gebundenem U2AF-Komplex 



Assozlation zwischen der 3' Splice-Stelle auf einer Sonden-RNA 

zu einer kryptischen 5' Splice-Stelle einer transspleiBffihigen zelluiaren pre-mRNA 

Qber zuvor gebunden SpleiBproteine im E-Komplex 
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Q 

0) 



SplelB-RNA-Sonda nur mlt 5' SplelBstelle 
n 



c 



AOAAQAaCOOAAOAACAA — R AAO GUAAOU — N — AUUU AAAU — — N — — AAAAAA a* 

10-60 k 10-60 10-30 * MMMWW ** • •* 



RNA-TransspleiB ^ SCap 



X 

AUUUAAAI 

Zeltulfire pre-mRNA mlt TransaplelBffihlger 3' SplelBetelte 



■ uuuuuuuuuuuuuuuuu 

5 ' Ca P W io-iooof A < U/C >^T A0 W lQ-10Q0t ( hQln AUUUAAAU) AAAAAAAAAAAAAAAAA 




3' 



5 'Cap — U — H AQAAQAACGQAAOAACAA — l^— AAO P 10 _ 1000> (hflia AUUU AAAU) AAAAAAAAAAAAAAAAA^ 

(2) enstandene transgespleiGte mRNA ' 

5 ' AACCTTCCAACCOOCCAA >. 

^ TCTTCTTOCCTTCTTOTT — N.rT^TTC S (kfllfl. TAAATTTA) TTTTTTTTTTTTTTT J 

5 'Cap — U^^Hjj-^ AQAAOAAC<KJAAOAACAA— H^^~ AAO (kflAa AUUU AAAU) AAAAAAAAAAAAAAAAA^ 

(3) cDNA-Synthese mlt z.B, Primer: s • aaccggccaaccoqccaa — ttttttttttttttt 3 • 



- . mmikrmKmnn ^ ^ H l^Q TTCW Iorio orr (Xfila TAAATTTA) TTTTTTTTTTTTTTT - AACCOOCCAACCTTCCAA 5 • 

5 AO AAQ AAC GO AAQAACAA 



c 



(4) 2.-Strang-ds-cDNA-Synthese (1 x PGR) mit Primer 5 ■ 



^I^n^^r^^ "~Slo^ TTC H io-iooot ( JlfiAa TAAATTTA) TTTTTTTTTTTTTTT - AACCOOCCAACCTTCCAA 5' 

3 AGilAOAACOOAAOAACAA— Hj2-£P AAG N^Li£22! (kflin ATTTAAAT) AAAAAAAAAAAAAAA— TTGGCCGGTTGGAAOGTT 3' 

(5) Digest mlt Swa I: Keine Spaltung mOgllch (keln ATTT/AAAT) 



c 



3' 



5' AOAAGAACO^AAGAACAA~H^|^^ AA^ ^^jfj^^j (KfiAll 25^^™""™^ 

(6) Weiterhin ungespaltene ds-cDNA 

V. ^^^^r^^^ioTTo 1 ^ 0 "ToHBoT? <* fl f a TAAATTTA) TTTTTTTTTTTTTTT -AACCOOCCAACCTTCCAA 5' 

5 AGAAOAACGOAAG AACAA — AAO H J— JJjI (JfcfiAfl. ATTTAAAT) AAAAAAAAAAAAAAA -TTOGCCGOTTOOAAGGTT 3' 

(7) PCR mit Primer s • agaagaacooaaqaacaa und mlt Primer 5 • aaccttccaaccqoccaa 

3 ' TCTTCTTOCCTTCTTOTT — ■ — • TTC * 10 _ 10001 (kflill TAAATTTA) TTTTTTTTTTTTTTT - AACCOOCCAACCTTCCAA 5 ' 

5 AOAAQAACOO AAQAACAA ^ 

(8) Sequenzierung mit Primer 

(Fall be! Sonden-RNA) 

^n^^SI^n^^ ^ - N ro^B TAAA TTTA M-;— - TTTTTTTTT T TT T TT -AACCOOCCAACCTTCCAA 

AG AAO AAC GO AAQAACAA— X — AAO OTTAGT ATTT AAAT N^fL AAAAAAAAAAAAAAA "TTOOCCOOTTOOAAOOTT 



(5) 

DNA-Spaltung mit Swa I 



TCTTCTTOCCTTCTTOTT — N -— TTC CAATCA -N — TAAA 
. . . - .... . - - , _ AAO OTTAOT-h£|S ATTT 



4 i 



(6) gespaltene ds-cDNA TTTA H ro^T ttttttttttttttt -aaccooccaaccttccaa 

X / yooyaueiitjuD-wi™ AAAT N AAAAAAAAAAAAAAA —TTOOCCOOTTOOAAOOTT 



10-30 



(7) PGR mit Primer aoaaoaacooaaoaacaa und Primer aaccttccaaccooccaa 1st nach Spaltung unmdglich 
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C 



10.40 



l0 " 50 CCUUUUUUUCC NCAG AQAAGAACGGAAGAACAAG "j 0 _ J0 AAAAAAAAAAAAAAA 

Splel8-RNA-Sonde nur mlt 3' SpleiDsteUe A 

R (1) RNA-TransspleiBj 5Ca P-x 

7 ^uuuuuuuuuuuuuuuuu- 
5'Cap — H lo . 10O0y <KsAa auuuaaau) gag gugagu — " 10 . 10007 aaaaaaaaaaaaaaaaa 3' 

Zellulfire pre-mRNA mlt TransaplelBffihlger 5' SplelBstello 

5 'Cap — H — —(XsAa AUUUAAAU) GAG^ AGAAGAACGGAAGAACAAG*- Nj»jj|-^ AAAAAAAAAAAAAAA —3 ' 

(2) enstandene transgespleiBte mRNA 



CCCC (kflAft TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC - N — - ttTTTTTTTTTTTTT 3 • 

5 1 Cap — N j^j-j-j; (kflla AUUUAAAU) GAG AOAAGAACGGAAGAACAAO -N^ AAAAAAAAAAAAAAA— 3 • 

(3) cDNA-Synthese mit z.B. Primer: tt tttttttttttt t und danach termlnale Elongation mlt Cytoslnen (C) 

5 ' GGTTGGAAGGTXOOAAGOGOGO 5 » GGTTGGAAGGTTGGAAGGGGGG 

^ CCCCCC — N — — (kfiia TAAATTTA) 3 ' CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC — H - 

(4) (a) Annealing des Primer: ggttggaaggttggaagggggo (4) (b) kompl. Auffuilung zum Primer 

S * GGTTGGAAGGTTGGAAG 



3 ' CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC - H 10 _ I0O0T (Kfiia TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC -Hj^ T„T 5 ' 

(4) (C) 2.-Strang-ds-cDNA-Synthese (1 x PCR) mit Primer 5 ■ ogttggaaggttggaag 

3 1 GGTTGGAAGGTTGGAAGGGGGO — H TTTTTri (K&AH ATTTAAAT) GAG AGAAGAACGGAAGAACAAG -N-— -A A3' 

3 ' CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC - H (kftitt TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC -N^T^T 5 ' 

(5) Digest mit Swa I: Kelne Spaltung mOglich (keln ATTT/AAAT) 

3 ' GGTTGGAAGGTTGOAAGGGGGG — ff — — - (Kfiin ATTTAAAT) GAG AGAAGAACGGAAGAACAAG -N A A3' 

3 ' CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC - N ^2221 (kftia TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC -h£^ t"t 5 ' 

(6) Weiterhln ungespaltene ds-cDNA 

5 ' GGTTGGAAGGTTOGAAGGGGGG — N — — (kflU ATTTAAAT) GAG AGAAGAACGGAAGAACAAG 3 ' 

3. CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC - N j^g— (Kflifl TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC 5' 

(7) PCR mit Primer 3 • ogttggaaggttggaao und mit Primer s* cttgttcttccottcttct 

3 • CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC — H (KfiXa TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC 5' 

5 ' GGTTGGAAGGTTGGAAG I0-1000t ^ 

(8) Sequenzlerung mit Primer ggttggaaggttggaag 

(Fall bei Sonden-RNA) y 

5 * GGTTGGAAGGTTGGAAGGGOGG A l8 H J j^ATTT AAAT-TACTAACA-H — T CCCT CCRCAG AGAAGAACGGAAGAACAAG 3 1 

3 • CCAA(X:TTCCAACCTTCCCCCC T 18 N^TAAA TTTA -ATGATTOT - A 8 GGGA 0 GGHGTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC 5 • 

(5) ♦ (6) A 

DNA-Spaltung mlt Swa I 

(7) PCR mlt Primer oottggaaggttggaao und Primer cttottcttccgttcttct 1st nach Spaltung unmCglich 
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Zellulare pre-mRMA A mtt TranssplelBffihlger 5' SplelBstello 

5' Cap — H — - CCAGGUU AAC OU AACAAU — N — GAG GUNNNN H — AAAAAAAAAAAAAAAAA • 

I X ^ 10-10007 

sequenzierte, bek. Basenfolge A 
(1) \ RNA-TransspieiB ? 



V 



5' Cap H-— — —A (U/C)— -AO H — UUCAAOUCCAUOCACCUA — N AAAAAAAAAAAAAAAAA 3' 

sequenzierte, bek. Basenfolge B 
Zellulare pre-mRNA B mtt TranssplelBfShlger 3' Spiel Osteite 



5' Cap — H~CCAOaUUAACOUAACAAU— H — OAO N — UUCAAOUCCAUOCACCUA— N — AAAAAAAAAAAAAAAAA 3* 

sequenzierte, bek. Basenfolge A sequenz., bekannte Basenfolge B 

(2) Falls TranspleiB In vivo: Geblldete zellulare Hybrid-mRNA 



CATTGTTA «— N — CTC N — AAOTTCAGGTACOTGOAT — N — TTTTTTTTTTTTTTT 5' 



3 1 Cap — N £— C CAGOUUAACOUAACAAU — H*— OAO N~ UUCAAOUCCAUOCACCUA — N~ AAAAAAAAAAAAAAAAA . 

sequenzierte, bek. Basenfolge A sequenzierte, bek. Basenfolge B 

(3) cDNA-Synthese mit Primer tttttttttttttttt 



5 * CCAOOTTAACOTAACAAT — N — GAO N — TTCAAOTCCATGCACCT A 3 ' 
3' OGTCCAATTOCATTOTTA — N*— CTC K^— AAOTTCAOQTACOTGOAT 5' 

(4) PCR mit Primer 5 • ccaoottaacotaacaat und Primer 5 • taootocatooacttoaa 



5* ccaoottaacotaacaat ^ 

3' OOTCCAATTOC ATTOTT A — N^— CTC N £— AAOTTCAOOT ACGTOOAT 5' 

(5) Sequenzferungsbest&tigung mit Primer ccaoottaacotaacaat 



Abschliessende OberprQfung auf zellulare Transsleiflprodukte 
zwischen zwei per se transspleiBf&higen pre-mRNAs 
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